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LA SEROTHERAPIE DE LA SEPTICEMIE GANGRENEUSE 


PAR MM. 
E. LECLAINCHE ET CH. MOREL 
Professeur 4 1’Ecole vétérinaire Agrégé a la Faculté de médecine 
de Toulouse. de Toulouse, 


Les seuls résultats concernant la sérothérapie de l’infection 
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septique ont été publiés par Leclainche, en 1898. Un ane, traité- 


par des inoculations intra-veineuses et sous-cutanées de séro- 
sités provenant d’animaux tués par le vibrion septique, donne 


un sérum immunisant. L’immunisation préventive est facile-_ 


ment obtenue, chez le cobaye et chez le lapin, par Vinjection de 
5 ce. c. de sérum. L’inoculation d’un mélange sérum-virus ne 
tue pas les animaux, mais elle ne leur confére pas d’immunité 
durable. Les propriétés curatives du sérum sont appréciables 
seulemeni lors d’évolution ralentie : chez le lapin, on peut 
enrayer les effets d’une inoculation virulente surement mortelle 
par une injection de sérum pratiquée plusieurs heures aprés 
Vinsertion virulente '. 

Nous avons poursuivi, dans ces derniéres années, |’étude de 
la sérothérapie de linfection septique et nous apportons ici le 
résultat de nos recherches. 


i 
ACTION DES SERUMS NORMAUX: SUR LE VIBRION SEPTIQUE 


_ En ragle générale, le sérum des solipédes ne posséde aucune 
propriété immunisante. Le sérum de l’ane qui a servi dans nos 


expériences s'est montré pleinement indifférent. 


4. E. Lecuaincue, La sérothérapie de la gangréne gazeuse. Archives médicales 
de Toulouse, 1898, p. 397. 
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Exp. — Up cobaye qui recoit, pendant 3 jours consécutifs, 5 c. ¢. de 
sérum, sous la peau du cou, est inoculé le quatriéme jour, en méme temps 
qu'un témoin, avec deux gouttes de sérosité virulente; les deux sujets suc- 
combent en 15 heures, avec des accidents locaux considérables. 

Un cobaye qui recoit un mélange de sérum (5 c. c.) et de sérosité viru- 
lente (2 gouttes) meurt en méme temps que les précédents. 


On rencontre cependant des solipédes qui donnent un 
sérum doué de propriétés préventives. Un vieux cheval, n’ayant 
subi aucune préparation préalable, nous fournit un sérum capable 
de neutraliser, par mélange, les effets d'une culture virulente. 
Les cobayes qui regoivent, sous la peau de la cuisse, une dilu- 
tion de 1 goutte de culture dans 1 c. c. de sérum survivent dans 
toutes les expériences, alors que les témoins meurent en 
12 heures environ. Les propriétés du sérum ne sont plus cons- 
tatées alors qu’on linjecte préventivement, a des doses de 
5 et 10 c. c.; les cobayes traités, inoculés 24 heures plus tard © 
avec une goutte de culture, succombent en méme temps que les 
témoins. : : 

Ainsi, le sérum d’un cheval non traité peut étre doué de 
faibles propriétés immunisantes. Cette action n’est d’ailleurs 
constatée qu’exceptionnellement : les sérums provenant de 
quatre autres chevaux, dont trois trés Agés, inoculés préventive- 
ment ou associés au virus, se sont montrés sans action 4 quelque 
dose que ce soit. 

Le sérum des bovidés, animaux naturellement réfractaires 
au vibrion septique, se montre actif a l'état de mélange avec le 
virus. Les cobayes qui regoivent, sous la peau de la cuisse, une 
goutte de virus diluée dans 5 4 1 ¢. c. de sérum survivent pres- 
que toujours, alors que les témoins sont tués en 12 heures 
environ. Par contre, Vinjection préventive de 10 & 20 c. « de 
sérum de boeuf ne modifie point les effets d’une inoculation 
virulente pratiquée 24 heures plus tard. 

Le sérum de la chévre, animal trés sensible a Vinfection 
septique, est dépourvu de toute propriété, Le mélange d’une 
goutte de culture, ou de deux gouttes de sérosité virulente, avec 
10 ou 20 c. c. de sérum ne modifie point l’évolution. A plus 
forte raison, injection préventive du sérum reste toujours sans 
eileti oo.” at at ; 

Tl en est de méme pour le sérum du mouton; mélange, a la 
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dose de 5c. c., Aune ou deux gouttes de culture, il n’empéche 
point lévolution virulente. 

4 On voit que si les sérums normaux modifient en quelques 
cas les conditions de infection expérimentale, ils n’exercent 
% qu’une action locale, toute différente de celle qui-est consécutive 
- a Vintroduction d’un sérum doué de propriétés immunisantes 
___ spécifiques. Il est & remarquer aussi que le sérum fourni par 
une espéce réfractaire ou trés résistante est le seul qui posséde 
constamment des propriétés empéchantes, alors que le sérum 
____ fourni par les espéces sensibles est dépourvu de toute action. 


aaa II 


PRODUCTION D’UN SERUM IMMUNISANT 


A défaut du cheval, l’ane convient bien pour I’ obtention (un 
sérum immunisant. 

Les injections intra-veineuses de faibles doses de virus ne~ 
provoquent aucun accident et elles conférent ’immunité. Une 
premiere inoculation, dans la jugulaire, avec 5 c. c. dune dilution 
de sérosité et de jus de muscles virulents provenant du cobaye 
ne détermine aucune réaction. L’animal supporte également, 
sans réagir, quatre ou six jours plus tard, des injections de 60 et 
80 c. c. d'une dilution virulente obtenue avec les muscles d’une 
chévre, tuée en dix heures par une inoculation intra-veineuse '. 

Le sérum de l’ane traité acquiert trés vile des propriétés 
immunisantes appréciables. Au douziéme jour de l’expérience, 
alors que l’animal a regu dans la jugulaire 140 c. c. de dilution 
virulente, le sérum mélangé a la sérosité septique en neutralise 
les effets. 


FAY, Soe Ne 


Exp. — Deux cobayes recoivent des mélanges de 2c. c. et 1 c, c. de 
sérum avec 6 gouttes de serosite virulente; ils ne présentent aucun accident. 
Un témoin qui recoit la méme dose de virus, dilué dans 2 c. c. d'eau 
bouillie, est tué en moins de 416 heures. Be 

Les cobayes qui recoivent préventivement 5 c. c. de sérum, 
sous la peau du cou, ne sont nullement protégés contre une 
insertion virulente pratiquée 24 ou 48 heures plus. tard. 


* 
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1. Dans toutes les expériences, les « dilutions ipinulontes » sont dilanacs par er 
le mélange de sérosités et de jus de muscles virulents avec un volume égal d’eau sire 
stérilisée. ety 
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Liinjection simultanée, en des régions différentes, du sérum et. 
du virus ne modifie en rien I’évolution. 

- L’Ane immunisé par les inoculations intra-veineuses viru 
lentes est soumis successivement 4 trois séries d’inoculations, 
pratiquées dans le but d’obtenir un sérum fortement immunisant 
et de déterminer les conditions les plus favorables 4 sa produc- 
tion. Dans une premiére série, on emploie les inoculations 
sous-cutanées de sérosités virulentes; dans une seconde, 
l’'animal regoit des injections intra-veineuses de cultures en sang ; 
enfin, dans une troisiéme, il est soumis a des injections, dans 
les veines, de cultures en bouillon. 

Premire Sirie. — Inoculations sous-cutanées. — L’ane recoit 
des dilutions obtenues avec des muscles broyés, prélevés dans 
larégion d’inoculation chez des animaux (cobaye, chévre, pigeon, 
lapin) tués par le vibrion. Du 10 février au 1° mars 41898, 
Vanimal recoit des doses croissantes de liquides qui tuent le 
cobaye a la dose de 1 goutte et le cheval a la dose de 1 c. ¢. 

L’état des inoculations pratiquées est résumé ci-aprés : 


Jour de Matiére virulente 
Vexpérience. injectée. 
LL pee OIE an ea em PR eee Tae Oem MES So ols ACSC. 
Beal uie moore Atala ord ales oh atemtale:e oftie saree ta cake eater etna 2 — 
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Les inoculations provoquent des accidents notables. Aprés 
douze heures, on constate un engorgement douloureux, cedé- 
mateux, étendu a toute la région; la température reste normale ; 
Vappétit est conservé. L’état s’aggrave pendant 24-48 heures; 
la tumeur devient emphysémateuse, crépitante; on note des 
frissons et de l’abattement; la température séléve (de 37,5 a 
38°, chiffre normal) a 40° et 40°5. Vers le troisime jour, un point 

de fluctuation est appréciable au niveau de la tumeur; si l’on 
n’ouvre pas prématurément le foyer, l’infiltration gazeuse décolle 
la peau et les plans musculaires, tandis que la région est infiltrée 
par le pus. Pour une méme dose de matiére virulente, Vintensité 
des réactions locale et générale diminue lors d’une inoculation 
nouvelle, pour Revenie insignifiante & Ja troisieme. 
Le sérum de l’ane acquiert des propriété remarquables & 


suile des premitres injections sous-cutanées. Le sérum 
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recueilli le 15° et le 30° jour neutralise, par mélange, a la dose 
de 1c. ¢., la dose certainement mortelle pour le cobaye de 
sérosité virulente; de plus, Vinjection préventive de 10 et 5 c.c. 
de sérum protége stirement le cobaye contre une inoculation 
virulente pratiquée 24 heures plus tard. 

Toutefois, le pouvoir du sérum ne subit plus aucun accrois- 
sement dés que les tissus ne réagissent plus aux inoculations, 
il diminue progressivement malgré deux inoculations massives 
de dilutions virulentes. Le sérum recueilli dix jours aprés la 
derniére inoculation est incapable d’immuniser préventivement 
le cobaye a la dose de 10 c. c.; il neutralise seulement la sérosité 
virulente a la dose de 1 c. c.; ses propriétés sont sensiblement 
égales a celles qui étaient constatées a la suite des injections 
intra-veineuses. On peut conclure déja que les inoculations sous- 


cutanées conviennent mal a l’obtention indéfinie d’un sérum 


immunisant, alors que la voie intra-veineuse parait trés favo- 
rable. 

DEUXIEME SERIE. — Inoculations intra-veineuses de cultures en 
sang. — Le développement du vibrion septique s’opére trés 
bien dans le sang, en l’absence de loxygéne. A priori, on pou- 
vait espérer obtenir dans ce milieu des toxines analogues a 
celles qui sont élaborées dans les organismes infectés. 

Nous avons adopté pour la culture la technique suivante. 
On aspire dans un ballon Chamberland quelques gouttes d’une 
culture de vibrion ou de sang septique. On pratique ensuite, 
sur un cheval, une saignée au trocart, suivant le procédé usité 
pour la récolte des sérums ; le sang est recueilli dans un grand 
verre a réactif, bouché au papier. Dés que le sang arrive dans le 
verre on plonge l’effilure du ballon préalablement ensemencé au 
fond du vase, en traversant le papier qui le recouvre. On aspire 
le sang au fur et & mesure de son arrivée de telle fagon que le 
ballon soit rempli aux deux tiers environ. Il est facile de régler 
larrivée du sang dans le verre par la simple pression des doigts 
sur le tube de caoutchouc. On mélange, par agitation, le con- 
tenu du ballon; on soude leffilure et on soumet a l’action de la 
trompe, en ayant soin de laver par quelques passages d hydro- 
géne ou de gaz d’éclairage purifié. 

La culture s’opére rapidement; elle est dénoncée par l’aspect 
spongieux du caillot dissocié par des gaz, puis par la liqué- 
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faction du milieu. Aprés huit ou dix jours, le sang est transformé 
en une boue liquide de couleur noire. La liquéfaction est assez 
compléte pour quel’on puisse recueillir par leffilure la presque 
totalilé du contenu, | 

Les cultures ainsi obtenues sont tres virulentes; elles tuent 
le cobaye, & la dose de 1 goutte, en 10 heures environ. 

‘L’ane qui aservi dans les expériences précédentes, laissé au 
repos depuis quatorze mois, est mis en traitement le 9 juin 1899. 
Il regoit, dans la jugulaire, des injections de cultures diluées 


avec leur volume d’eau bouillie. 


L’ordre des inoculations est indiqué ci-aprés : 


Jour de Quantité de Jour de Quantité de 
lVexpérience. culture injectée. Vexpérience. culture injectée. _ 
Herp a ieast deta are st eroheaapens 20 ¢. © DOP crates eae ON ts , 30a ¢ 

LOL ager ene a een vale Foe 45. — Ber ctgbc econo 50 
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Au total, 315 c. c. de culture. 
Les injections ne provoquent aucun accident, immédiat ou 


consécutif. Le pouvoir immunisant du sérum, nul au début du 


traitement, se reléve dés les premiéres injections; toutefois il 
n’augmente que lentement ensuite et il ne dépasse pas le degré 
constaté & la suite des inoculations sous-cutanées par les jus 
virulents. On peut inoculer impunément, au cobaye, au lapin et 
au pigeon, une dose strement mortelle de virus, alors que 
celui-ci est mélangé avec 1 c. c. desérum; d’autre part, une 
injection de 5 c. ¢. de sérum immunise le cobaye contre une 
inoculation virulente pratiquée 12-24 heures plus tard. | 

Trorstime sikxie. — Inoculations intra-veineuses de cultures en 
bowillon. — Lane est laissé au repos du 410 aott 4899 au 
19 février 1900. A ce moment, son sérum est impuissant & pro- 
téger préventivement, a des doses de 410 et 45 c. c., contre la 
dose mortelle minima du virus; mélangé au virus, il protage 
encore a la dose de 5 c. ¢. . 

_ Dans cette série d’inoculations, Vane recoit des cultures 
opérées dans du bouillon préparé suivant la technique de 
Martin, avee la macération de viande et lestomac de pore, neu- 
tralisé et filtré sur porcelaine.. . 

. Le développement est rapide dans ce milieu; aprés douze 
heurcs, le liquide est uniformément. trouble: il laisse: dégager 


= 


eae 


pt a 


i 


j 
in hs 
ees, Pe ae C8 


Poe 


> a ® bf Se ee es 
ee eS eS ea ee, a, ee ee We Te 


: 


ie Sa Roe 


SEROTHERAPIE DE LA SEPTICEMIE GANGRENEUSE. 7 


de nombreuses bulles gazeuses. Vers le troisisme oule quatriéme 
jour, le bouillon s’éclaircit ; le dégagement gazeux cesse et il 
s’opére, dans le fond du vase, un dépét sédimenteux blanchatre. 
La culture est trés active ; elle tue le cobaye en 15-18 heures, 
a ladose d'une goutte. 
L’ane regoit, dans la jugulaire, une série d’injections; les 
conditions de l’expérience sont résumées ci-aprés : 


Jour de Quantité de la Age de la 
Vexpérience. culture injectée. culture. 
OR LDS aetna ccc a teil 20° ¢: Gc. 5 jours 
EMO aa PEN as Fea Re Ne 50 — 10 — 
LSS earee eae vere ter win wit Aig ne Gees fe 40 — 8. = 
ROS teeta ocide Ue nope U ee SPOR TK a 60 — 40 — 
SACRE ORG Reg eee AEN OE OS tha 50 — 5 = 
BS rigs som Saini Be Bcc ces ieee ese 8 — 100 — 
{UL ARS AE Sa Wap oat Sane ae 6 — 6 — 
MBO AUER Cente yo pan teaa J oacc othe 45 = 5 = 
MUS MeN Mrisisat? pea CC Heese 65 — 5 — 
MOT Se Fee tcteeinese a cciaies wisgeieic Satets aicis 80 — 5 — 


Au total, 560 c. c. de culture. 

Les premiéres injections ne provoquent pas d’accidents 
immédiats; mais elles occasionnent des troubles généraux 
(inappétence, faiblesse, amaigrissement) qui nécessitent chaque 
fois un repos assez long. Les trois derniéres inoculations sont 
suivies, quelques minutes aprés la pénétration, d'agitation et de 
coliques, avec évacuations de matiéres diarrhéiques et sudation 
extrémement abondante. 

Les propriétés immunisantes du sérum augmentent régu- 
ligrement au cours du traitement; a la fin de l’expérience, le 
sérum recueilli se montre beaucoup plus actif que celui qui 
avait été obtenu avec les autres procédés employés. Les inocu- 
lations intra-veineuses de cultures en bouillon Martin, 4 lane 
ou au cheval, nous paraissent constituer la méthode de choix 
pour Vobtention d’un sérum immunisant. 


Ill 
ETUDE DES PROPRIETES DU SERUM IMMUNISANT 


Nous étudierons successivement : les propriétés préventives 
du sérum, ies effets de l’inoculation simultanée du sérum et du 
virus, ceux de Vinoculation du mélange sérum-virus, et enfin 
Vaction curative du sérum, 
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a) Action PREVENTIVE DU skRuM. — L’immunisation préventive 
est facilement réalisée chez le cobaye, le lapin et le pigeon, 
par Vinjection sous-cutanée de faibles doses de sérum. L’état 
réfractaire est complet 24 heures aprés la pénétration du sérum ; 
il persiste pendant cing ou six jours, pour diminuer rapidement 
ensuite, L’immunité conférée est trés solide; elle permet aux 
animaux Jes plus sensibles de résister & inoculation d’une 
quantité de virus double ou quadruple de la dose certainement 
mortelle. | 


Exp. — Cob, 35, 56 et 57 recoivent, sous Ja peau du cou, 10 c. c. de 
sérum, 24 heures plus tard, ils sont inoculés, dans la cuisse, avec une 
goutte de sang septique dilué. Tous restent indemnes, ae qu’un cobaye 
témoin succombe en 18 heures. 


Cob. 246, 247 et 248 recoivent Neucunepentes Pee tb Wer (8y. E de 


sérum. Vingt-quatre heures aprés, tous sont inoculés, dans la cuisse, avec 
deux gouttes de culture virulente, en méme temps que deux temoins qui 
succombent en 30 heures. Tous restent indemnes. 


_ Chez les animaux solidement immunisés a Végard d’une 
dose donnée de virus, on ne constate aucune réaction locale a 
la suite de inoculation virulente; alors que l’on atteint la 
limite de la. résistance, — soit que l’animal n’ait recu qu’une 
dose faible de sérum, soit que l’on augmente la quantité de 
virus inoculé — on note un wdéme chaud, plus ou moins 
étendu, au point d inoculation, 

Le dépdét du sérum dans le péritoine a les mémes effets pré- 
ventifs que l’inoculation sous-cutanée : 


Exp. — Cob. 338.et 339 recoivent, dans le péritoine, 5 et 2 c.c. de serum, 


Le lendemain, ils sont inoculés, sous la peau de la cuisse, en méme temps 
que deux témoins, avec 4 gouttes de sérosilé virulente. Les témoins meurent 
en 45 et 18 heures; les traités restent indemnes. 


a) 


L'injection du sérum dans les veines est également pro- 
tectrice : 


_ Exp. — Lapins 274 et 275 recoivent, dans la veine de l’oreille, 4 et 2 c. ¢ 


de sérum. 24 heures plus tard, ils sont inoculés, dans les muscles de la 


cuisse, avec 4 gouttes de culture. Ils restent indemnes, alors que deux 
témoins succombent en 24 et 28 heures, 


oA 


y 


par 


b) TxocuLavion simuLranke pu siRUM ET DU viRUsS. — L’inocu- 
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lation simultanée, en des points différents, du sérum et du virus 
est impuissante a assurer la protection des animaux trés sen- 
sibles, comme le cobaye. 


Exp. — Cob. 385 et 337 recoivent en méme temps 5c. ¢. et 2c. c. de 
sérum, sous la peau du cou, et 4 gouttes de sérosité virulente dans la cuisse. 
Cob. 334 et 336 recoivent en méme temps l'un 5c. c. et:!l’autre 2 c. c. de 
sérum dans le péritoine, et 4 gouttes de sérosité virulente dans la cuisse, 

Les quatre cobayes succombent en 12-14 heures, en méme temps que 
deux témoins qui ont recu Ja méme dose de virus. 


Le résultat est identique alors que les inoculations de virus 
et de sérum sont pratiquées dans une méme région. 


Exp. — Cobayes 252 et 253 recoivent, dans Jes muscles de la cuisse, 
2 gouttes de culture. Aussitét aprés, on injecte dans la méme région, et 
autant que possible au méme point, 4 et 3 c. c. d’un sérum qui protége, par 
mélange, a la dose de 1 c.c., contre une méme quantité de virus. 

Les deux cobayes succombent en 10 et 45 Beures et le cobaye témoin en 


AT heures. 


¢) INocULATION DU MELANGE sERUM-virUs. — Tandis que les ani- 
maux succombent a coup sur a linoculation simultanée de 
quantités données de sérum d’une part et de virus d’autre part, 
ils résistent toujours si l’on injecte le mélange du sérum avec le 
virus. Bien plus, on peut, dans ces conditions, réduire a la 
moitié ou au quart la quantité de sérum, ou encore doubler et qua- 
drupler la dose du virus, sans modifier les résultats de l’épreuve. 


Exp, — Cob. 359 et 360 recoivent, dans les muscles de la cuisse, un 
mélange de 2 c. c. de sérum avec 2 gouttes de sérosité virulente provenant 
d’un lapin tué en 36 heures. 

Cobayes 364 et 362 recoivent la méme dose de virus, associée a 1 c. c. de 
sérum. Tous quatre restent indemnes; deux témoins, inoculés avec la méme 
dose de virus pur, meurent en 42 et 15 heures avec des lésions considérables. 

Lapins 354 et 355 recoivent, dans la cuisse, 4 gouttes de la sérosité 
employée dans l’expérience précédente, mélangée avec 1 c. c, de sérum pour 
Yun et 4/2 c. c. pour l’autre. Hs Ase indemnes ; le témoin succombe en 
moins de 36 heures. 


Il s’en faut cependant que, pour une méme dose de virus, 
Vinnocuité de l’épreuve soit exactement fonction de la quantité 


de sérum employé. Il arrive qu’une dose faible de sérum assure 


la protection, alors que des doses doubles n’empéchent point 
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Pévolution Il existe, pour une quantité donnée d’un. virus, 
une dose neutralisante optima; nous avons relevé deja cette 
curieuse particularité de l’action des mélanges sérum-virus pour 
le rouget du pore et le charbon symptomatique. Voici, en ce qui 
concerne le vibrion septique, le relevé d'une de nos séries 
d’expériences. 
Exe, — Cobayes 330, 331 et 332 recoivent respectivement 5, 3 et 2 ¢. c. 
de sérum mélangé avec 4 gouttes de sérosité virulente. Un témoin, qui regoit 
le virus senl, est tué en moins de 49 heures. Les cobayes 331 et 332 (3 et 
2c. c. de sérum) restent complétement indemnes; le cobaye 330 (5 c. c.) 


succombe, avec’ un engorgement considérable, aprés 24 heures, c’est-a-dire 
avec un léger retard sur le témoin. 


Si la dose de virus est trés élevée, la protection n’est plus 
assurée, méme si l’on emploie le sérum a dose massive. Si la 
dose de sérum est insuffisante, les sujets succombent en méme > 
temps que les témoins ou avec des retards plus ou moins marqués 
dans !’évolution. 


Exp. — Les cobayes 344, 345 et 346 recoivent respectivement 2 c. c., 
te. c. et 4/2 c. c. de sérum mélangé 4 une dose constante de virus (5 gouttes 
de sérosité). Le teémoin est tué en 14 heures; le cobaye 344 (2 c. c.) résiste 
et lon ne constate qu’un léger engorgement local; le cobaye 345 (1 ¢. c.) 
présente, aprés 12 heures, une tuméfaction étendue, et il succombe en 
21 heures; le cobaye 346 (1/2 c. c.) ne montre que des lésions locales peu 
étendues, mais il entre en hypothermie et meurt septique en 32 heures 
environ. 


Les cobayes qui ont recu le mélange sérum-virus ne posse- 
dent aucune immunité consécutive. Inoculés 10, 20, 30 jours 
plus tard, avec la dose mortelle minima, ils succombent aussi 
stirement et aussi rapidement que les témoins. Ce fait, mis en 
lumiére et interprété par un de nous en 1898, était opposé dés 
ce moment a l’exemple fourni par le rouget du pore, pour lequel 
une immunisation durable est facilement réalisée. Kitt a cons- 
taté depuis, pour une infection toute voisine de la septicémie 
gangreneuse, le charbon symptomatique, Tinefficacité des 
mélanges sérum-virus pour obtenir l'état réfractaire. 


d) Séroruirarme curative. — Ainsi qu’on peut le prévoir 
d’aprés les résultats de inoculation simultanée, en des points 
différents, du sérum et du virus, la sérothérapie curative ne peut 


donner aucun résultat chez le cobaye. 
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L’évolution trés rapide de la septicémie vibrionienne ne 
permet point 4limprégnation protectrice de s’opérer en temps 
utile. On ne constate méme aucun retard dans |’évolution; les 
cobayes traités succombent en méme temps ou plus vite que les 
témoins. 

Il en est autrement lors d’évolution retardée, soit que l’on 
opére avee un virus faible, soit que lon intervienne chez des 
sujets plus résistants, Chez le lapin, l’évolution de linfection 
septique est moins rapide que chez le cobaye, et l’inoculation 
simultanée, en des points différents, du sérum et du virus, ne 
tue que tout a fait exceptionnellement. 


Exp. — Cing lapins (280 a 284) recoivent, dans la cuisse, 5 gouttes d’une 
dilution de muscles virulents et, aussitot aprés, 10, 8, 6,5 et 4c. c. de sérum 
sous ia peau du cou. Tous restent indemnes, 4 l'exception du 283: (ayant 
recu 6c. c. de sérum) qui meurt septique en 26 heures, en méme temps que 
le témoin. 


Les injections pratiquées dans les quelques heures qui suivent 
une insertion virulente sévére n’assurent qu une survie plus ou 
moins longue. 

Iixp. — Quatre lapins, 355 4 358, regoivent chacun 4 goutles d'une dilution 
de muscles virulents, en méme temps qu'un témoin qui succombe en 
36 heures. Le 355 recoit, aussitot aprés Vinoculation virulente, 4 c. c. de 
sérum sous Ja peau du cou; il reste indemne. Le 356 recoil Je serum aprés 
2 heures; on le trouve malade dés le lendemain; i! meurt, trés amaigri, le 
cinguiéme jour. Pas de lésions locales. L’ensemencement du sang reste 
stérile. Le 357, traité aprés e heures, meurt le sixieme jour, aussi trés 
amaigri. Le 358, traité aprés 7 heures, meurt en 418 heures environ, soit 
48 heures avant le témoin, 


Les résultats de intervention sont plus favorables si l’on 
opére avec des doses moindres ou avec un virus moins actif. 
L’un des vibrions qui nous ont servi, trés virulent pour Je cobaye 
quwil tue en 10-15 heures, ne tue le lapin quen 60-72 heures. 
En ces conditions, l’action du sérum est plus nettement appré- 
ciable. 

Le tableau suivant résume les rédultats de trois séries d’expé- 
riences. Les lapins recoivent dans tous les cas, sous la peau de 
la cuisse, une dilution obtenue avec les muscles virulents du 
cobaye; le sérum est: injecté, aprés des temps variables, sous 
la peau du cou. 
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Matiére virulente Traités Sérum : 
 Lapins. injectée. apres? injecté - Résultat. 
134 4% gouttes. 4 heure. 10 c. €. Survit. 
436 | — 5 heures, —' Mort en 42 jours. 
137 — 8 — — Mort en 6 jours. 
4138 — Témoin. — Mort en 60 heures. 
221 6 gouttes. 2 heures. 6: Cie: Mort en 6 jours. | 
PP) — 8 — — Mort en 60 heures. 
226 — Témoin, - — Mort en 70 heures environ. 
294 4 gouttes,- 1 heure. 4¢. ¢. Survit. 
292 = 3 heures. — Mort en 6 jours. 
995 — 5 — — Mort en 60 heures. 
296 _ 41 — — Mort en 67 heures. 
293 _— Témoin. _ Mort en 58 heures environ. 


Le résultat du traitement est d’autant plus certain que lon 


intervient plus hativement; dés la deuxiéme heure aprés l’infec- 


tion, Pon n’est plus assuré @enrayer Pévolution de la septi- 


cémie chez le lapin. L’injection du sérum dans le péritoine ou — 


dans les veines ne parait pas augmenter sensiblement les délais. 


Il est permis de penser que la sérothérapie preventive 
donnerait, chez les grands animaux et chez ’homme, des résul- 
tats semblables & ceux qui sont constamment obtenus chez les 
petits animaux contre les modes les plus sévéres de Vinfection 


expérimentale. Le traitement serait indiqué dans les cas de plaies - 


contuses profondes, souillées par la terre, le fumier, la boue ou 
la poussiére des rues, surtout alors qu’elles siégent dans des 
régions riches en tissu conjonctif. 
On peut prévoir que la sérothérapie curative serait possible, 
‘dans la plupart des cas, chez le cheval et chezl’homme. Chez eux, 
Yévolution habituelle est relativement lente si on la compare & 
celle de la maladie expérimentale du cobaye ou du lapin, dont la 
réceptivité est certainement plus grande. 


Le sérum produit par nous s’est montré également actif 


contre des virus de provenance différente. Neus, avons obtenu 
des effets identiques avec trois types différents, dont deux d’ori- 
gine saprogéne : l’un, entretenu depuis Aluwenes années dans le 
laboratoire, provenait du cadavre d’un lapin, Pautre du cadavre 
d'un cheval. Le troisisme vibrion employé avait été isolé d’une 
gangrene gazeuse du bras chez Vhomme. 

Le sérum recueilli et conservé avec les precautions usuelles 


garde longtemps ses propriétés; aprés sept mois, il posséde 
oute son activité, 
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IV 


PROPRIETES ET MODE D’ACTION DU SERUM 


Il résulte des faits expérimentaux rapportés qu’il est pos- 
sible d’obtenir un sérum capable d’immuniser préventivement 
des animaux trés sensibles & l'infection septique et d’enrayer, 


_ sous certaines conditions, les effets d’une inoculation virulente 


antérieure ou simultanée. 

Certaines constatations tendent a préciser le mode d’action 
du sérum. On a vu ainsi que, pour des doses égales d’un méme 
sérum et d’un méme virus, les conséquences sont toutes dif- 
férentes suivant que l’on mélange ou non le virus au sérum. 
Alors que le sérum est injecté dans la région qui a regu le virus, 
la prévention n’est encore point assurée chez des sujets trés 
sensibles, comme le cobaye. 


Exp. — Cobayes 324 et 322 recoivent, dans la cuisse, le mélange de 
1/4 e.c. d'une culture en bouillon et de 1/4c. c. de sérum. Tous deux 
restent indemnes, alors que le teémoin succombe en 47 heures. — Cobaye 325 
recoit en méme temps 1/4 c. c. de culture dans la cuisse droite et 2c. c. de 
serum dans Ja cuisse gauche. Mort en 16 heures. — Cobaye 326 regoit 1/4 
c. c. dans la cuisse gauche et, aussitot apres, 2 c.c. de sérum dans la méme 
région. Mort en 13 heures. 


En outre de l’action générale constatée lors d’immunisation 
préventive, le sérum exerce donc une action protectrice locale 
lorsqu’il est associé au virus. Dans ces conditions, il nous a paru 
intéressant d’étudier les effets du sérum sur la toxine septique 
et sur la phagocytose. 

Les premiers résultats de Leclainche (1898) montraient déja 
que les sérosités sepliques, filtrées suivant le procédé de Roux et 
Chamberland, perdent leurs propriétés toxiques si on les associe 
aun volume égal ou 2 un demi-volume de sérum. Le mélange, 
injecté & la température de 38°, dans le péritoine du cobaye, 
ne produit plus aucun accident d’intoxication; les fortes doses 
provoguent: seulement quelques hoquets et des manifestations 
sans gravité, identiques a-celles qui sont observées lors de V'in- 


jection du sérum pur, 


On constate les mémes faits si l’on opére avec des cultures 
en sang. Alors que le filtrat provoque des accidents raves 


+ he 
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presque immédiats (coma, hérissement des poils, hypothermie, 


le mélange sérum-filtrat ne détermine que des troubles légers. 


Exp. — Cobaye 508 recoit une 3e culture en sang, agée de 12 jours, 
filtrée sous pression de 4 4 5 atmospheres, aprés mélange avec un volume 
égal d'eau bouillie. On injecte dans le péritoine 5 c. c. du filtrat, soit 2c. c. 
4/2 de culture. Apres 2 heures, abattement, hypothermie, puis coma; mort 
aprés 24 heures. — 


Cobaye 509 recoit le méme filtrat & ala dose de 5c. ¢., Bo loss a5c. C.- 


de sérum. Aucun accident. 
Les températures relevées sont les suivantes : 


Température Apres 
initiale, 2h. Sire Bo he 8 h. 9h. 24 heures. 


32 30,7 .37.3° 37:2 nrerte- 
» 39.2 


BON. 2 Pdxines 24.4 4.. 38. 33.2 31.5 
B09. Toxine-serum. . 38.2 SF DESERT SIRS 


wo 
- 


La culture en bouillon Martin est également toxique; mais 
alors que les sérosités et les cultures en sang diluées conservent 
généralement une partie au moins de leur toxicité, la culture 
en bouillon perd toute activité aprés avoir traversé le filtre Cham- 
berland. Nous avons employéles bougiesF, avec ou sans pression, 
sans pouvoir obtenir un filtrat toxique. 

La rapidité avec laquelle apparaissent les phénoménes 
d’intoxication permet heureusement de recourir pour I’épreuve 
aux cultures non filtrées. Nous nous servons de préférence du 
bouilion décanté de cultures agées de 10 4 20 jours, opérées 
dans des pipettes & boules; le liquide renferme trés peu d’élé- 
ments virulents; les spores déposées restant dans |’effilure de la 
pipette. 

L’inoculation intra-veineuse, au lapin, de 5c. c. de culture 
provoque des accidents immédiats. Aprés quelques minutes, 
Panimal est pris de convulsions; il cherehe a fuir, puis il tombe 
sur le cété, avec de l’exorbitisme, de la dyspnée et un ralentis- 
sement progressif des pulsations cardiaques. La mort arrive 
apres 10-60 minutes. 

_ L’injection dans le cerveau de 5+6 gouttes de. culture pro- 
voque, aprés 7-8 minutes, des. troubles étendus : agitation, 
exorbitisme, chute, contractions rythmiques des membres anté= 


-rieurs, puis ‘de tous les muscles; mort aprés 2 heures en 


moyenne. 
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Le dépot de la culture dans le péritoine du cobaye est suivi ae 
de stupéfaction, avec hypothermie progressive; le ventre est a 
douloureux et ballonné; la mort arrive, dans le coma, aprés ee 


ie 

quelques heures, alors que la température est descendue au- ‘9 
dessous de 30°. 2 
Soe ; Be) 

Il existe des lésions locales constantes. Alors que l’autopsie — He 


est faite aussitot aprés la mort, on trouve le péritoine fortement ae 
congestionné; la cavité renferme une sérosité rosée abondante; ; 
Vintestin, hyperémié, contient des matiéres diarrhéiques; le foie 
est décoloré et friable. L’examen de l’exsudat péritonéal, pra- 
uiqué au moment de la mort, chez des cobayes ayant succombé 
en trois heures environ, montre de nombreuses cellules endo- 
théliales desquammées, isolées ou réunies en larges lambeaux ; 
les leucocytes sont extrémement rares ou manquent tout a fait; 
on retrouve des vibrions en abondance. 

.Au contraire, inoculation dans le péritoine du mélange i 
sérum-virus ne produit plus aucun accident. Les cobayes qui: a 
recoivent 5 c. c. de culture associée a 2c. c. 1/2 de sérum ne 
présentent aucun trouble consécutif. Si lon préléve, avec une 
pipette, une goutte du contenu péritonéal apres 3 heures, 
c’est-a-dire a la période correspondant a la mort des témoins, 
on constate une phagocytose intense. L’exsudat est.opalin; il 
renferme de trés nombreux leucocytes, gros mononucléaires et : 
polynucléaires ; on ne trouve point de cellules endothéliales ; a 
il ne s'est opéré aucune germination des spores introduites. — i: 
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Exp. — Cobayes 322 et 323 recoivent, dans le péritoine, 5 ¢. c. d'une 
culture décantée en bouillon Martin agée de 10 jours. Cobayes 324 et 
325 recoivent chacun 5 c. c. du méme liquide, mélangé & 2c. c. 1/2 de 
sérum. 

Quelques minutes aprés linjection, les cobayes 322 et 323 sont inquiets ; a 
le poil se hérisse; des secousses convulsives agitent les membres. Apres 
20 a 25 minutes, l’'abdomen est,tendu, douloureux. Des paralysies surviennent, 7 
débutant par les membres postérieurs. L’hypothermie est tres marquée. Le eae 
cobaye 322 meurtaprés # heure et le 323 aprés 3 heures. L’autopsie montre 
de la congestion de Vintestin ; dans le péritoine, un exsudat liquide assez " 
abondant renferme des. cellules endotheliales, isolées ou réunies en 
bloes. . 

_Les cobayes 324 et 325 ne npeecntent aucun accident. L’exsudat péritonéal, 
examiné 4 heure el-3 heures.aprés I’ inoculation, renferme de nombreux leuco- 
cytes, sans cellules endothéliales. 

Les températures relevées sont les suivantes : 
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I. CULTURE \PURE 


Température Apres 


initiale. 4h. 2h, Siliectation 4 heures, 
Cob. 322, 37.8 71 130.2 Mort » 


— 323. 39 35.4 32.4 28 Mort 5 » 


Il. CULTURE ET SERUM 


8. 39.2 39.5 39.5 39.6 survit, 
8 


Cob. 324. 3 
6 39.4 304 39.3 39.6  — 


3 

— 825. 3 

L’expérience précédente montre que le sérum posséde un 

pouvoir anlitoxique trés net. L’action antitoxique est encore 
constatée si le sérum est injecté préventivement: 


Exp. — Cobayes 404 et 402 sont inoculés, l'un avec 5 c. c., l'autre avec. 


40 c. c. de sérum, sous Ja peau du cou. Vingt-quatre heures plus tard, ils 


recoivent dans le péritoine, en méme temps qu’un témoin, 5 c. c. d'une 


culture en bouillon Martin agée de 8 jours. 
Les deux cobayes traités ne présentent aucun accident. Le témoin montre 


les troubles habituels (stupéfaction, hérissement des poils, ad na as 


progressive) et il succombe aprés 6 heures. 
Les températures relevées sont les suivantes : 


Température Aprés 


initiale. ih. 2h. ‘Bone 42 heures. 
Cob. 401, . 38.6 38 37.9: 87.5 39 survit, 
— 402. 38 38 38.2 38.4 38.8 — 
Témoin.. 37,5 34.7 31 30 mort ; 


Ainsi laction antitoxique exercée est indépendante d’une 


altération de la toxine au contact du sérum; elle doit étre rap- 
portée 4 une modification de ’organisme devenu réfractaire. 


En résumé : 


1. Ul est possible d’obtenir un sérum immunisant contre le— 


vibrion septique. Le procédé de choix consiste en des inocula- 
tions intra-veineuses en série, chez Jes solipédes, avec des 
cultures du vibrion en bouillon Martin; 

2, Le sérum obtenu posséde des propriétés préventives et, 
sous certaines conditions, un pouvoir curatif. Les inoculations 


du mélange sérum-virus sont inoffensives, mais elles ne~ 


conférent pas dimmunité durable; 


3. Le sérum exerce une action & la fois antimicrobienne et 
antitoxique. La protection est liée & action. fayorisante exercée _ 


sur la phagocytose. 
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SERUM NEPHROTOXIQU E 


Par te Dt NICOLAS NEFEDIEFF 


(Travail du laboratoire de M. Metchuikoft.) 


M. Metchnikoff (1) propose le nom de cytotoxines pour dési- 
gner les poisons d’origine auimale qui possédent la propriété 
de frapper les cellules de lorganisme. On sait depuis longtemps 
que chez certains animaux 4 l’état normal, existent des 
substances qui deviennent toxiques pour certaines cellules des 
animaux d’autres espéces. Mais c’est tout récemment qu’on a 
démontré quil est possible de provoquer dans l’organisme 


Vapparition de ces cytotoxines par lintroduction de certains. 


éléments cellulaires. Ainsi Bordet (2), Ehrlich et Morgenroth (3), 
Diingern (4), démontreérent que le sérum du sang des animaux 
auxquels on avait injecté du sang d’une autre espéce d’animal, 
acquiert la propriété de détruire les globules rouges du sang 


des animaux de cette derniére espéce, c’est-a-dire que dans le— 


sang de l’animal injecté se développe une hémotoxine. 

M. Metchnikoff (5) a obtenu une leucotoxine et une spermo- 
toxine, Cette derniére a été aussi décrite par Lansteiner (6) et par 
Métalnikoff (7). 

Diingern (8) a obtenu une toxine qui arréte les mouvements 
des cils vibratiles des cellules épithéliales de la trachée. 

La préparation des cytotoxines artificielles nuisibles aux 
cellules facilement isolables parait ne pas présenter de grandes 
difficultés. Tous les auteurs qui ont fait des recherches sur ce 
sujet arrivent a des résultats identiques. 

Toute autre est la question de la préparation de la cytotoxine 
artificielle, nuisible aux cellules spécifiques de certains organes, 
cellules qu'il est presque impossible disoler, comme par 
exemple celles del’épithélium rénal ou les cellules hépatiques. 
Aussi les résultats des recherches sur ce sujetsont-ils contradic- 
toires. Ainsi, Lindemann (9) dit avoir réussi a préparer en 


» 
“a 


ois 


Ble ROR TE eS 


cha 


18 ANNALES DE LINSTITUT PASTEUR. 


injectant aux cobayes une émulsion de reins des lapins, un sérum 
néphrotoxique actif. Schiiltze (10), au contraire, n’a pas pu 
observer l’effet néphrotoxique du sérum des lapins auxquels 
il SvaN Inet une émulsion de rein de cobaye. 

Il n’a pas pu non plus constater l’eflet hépatolytique des 
sérums des animaux auxquels on avait injecté de l’émulsion du 
foie, tandis que Delezenne (11) et Deutsch affirment que les 
animaux auxquels on injecte l’émulsion du foie fournissent un 
sérum qui posséde des propriétés hépatotoxiques nettement 
manifestes. 

‘Vu ces contradictions, il était de tout intérét de continuer 
étude de ces questions. C’est pourquoi je me suis proposé 
de publier mes recherches sur le sérum néphrotoxique. 

Je faisais mes expériences sur des lapins et des cobayes. 
Jinjectais & des lapins de 2c. c.& 5c. c. de ’émulsion de rein 
de cobaye. Pour chaque injection, je préparais l’émulsion avec 
un ou deux reins. Aux cobayes je faisais trois injections hypo- 
dermiques. d’émulsion de reins de lapins. Pour Ja préparation 
de l’émulsion, j’employais 1/4 de rein de lapin pour chaque 
injection. Les intervalles entre les injections, pour les uns et 
pour les autres, étaient de huit 4 dix jours; huit & dix jours 
aussi aprés la derniére injection, je prenais le sang de l’artére 
carotide, et jinjectais le sérum de ce sang aux animaux de 
Yespéce a laquelle j’avais pris les reins pour préparer )’émul- 
sion. Quelques jours avant de commencer les injections, on 
plagait les animaux en expérience dans une cage spéciale, dis- 
posée de telle fagon qu’il m’était possible de recueillir toute 
Purine que l’animal émettait dans les 24 heures. Tous les jours 
je faisais Panalyse des urines. 

Telles furent, en peu de mots, mes expériences. 

Mais avant d’exposer les résultats que j’ai obtenus, je crois 
utile de dire quelques mots sur le mode de préparation des 
émulsions rénales; ceci étant d’une trés grande importance 
dans ces expériences. Etant donnée Pimpossibilité de stériliser 
’émulsion, car la stérilisation aurait, probablement, détruit les 
éléments spécifiques de Porgane intervenant dans limmuni- 
sation, il fallait préparer Pémulsion aseptiquement. 

~ Au début j’opérais: de la fagon suivante + avec toutes-les 
précautions possibles, afin d’év Hee Finfection, jenlevais les 
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> a Pte - . ; . y 
reins 4 l’animal qu’on venait de tuer et saigner a blanc; aprés 
les avoir débarrassés de leur capsule, je les lavais soigneuse- 
ment dans une solution physiologique de sel marin, je les 


_ plagais ensuite dans un bocal stérile, et 1a, au moyen de ciseaux 


stérilisés, je les coupais en menus morceaux que je passais fina- 
lement & travers un tamis métallique trés fin préalablement 
chaulfé a blane, L’émulsion ainsi préparée était en effet suffisam- 


ment fine; mais, malgré toutes les précautions, il était impossible 
Wavoir une émulsion parfaitement stérile. Et aussi tous les 
animaux, auxquels j’avais injecté l’émulsion ainsi préparée, ou 
bien mouraient, ou bien présentaient des abcés a la place méme 
de Vinjection. C’était 1a la raison pour laquelle au début tous 
mes animaux périssaient aprés la premiére ou la deuxiéme 
injection. C’est pendant la dernigre manipulation, cest-a-dire 
au moment du passage & travers le tamis métallique, que l’émul- 
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sion sé contaminait, car pour faire bien passer deux reins de 


cobaye, il fallait au moins une demi-heure de travail, et la 
manipulation s’exécutait a ciel ouvert. 


Afin d’éviter cet inconvénient j'ai fait préparer chez Collin, 


d’aprés mes indications, le petit appareil suivant. 

Cet appareil constitue une sorte de presse. 

‘Ainsi que le représente le dessin ci-joint, il est composé de 
trois cylindres qui s’emboitent les uns dans les autres, et dont 
deux sont creux et Je troisiéme est plein. | . 

Le cylindre extérieur (C) sert de réservoir a ’'émulsion a 
préparer. Dans la partie supérieure de ce cylindre s’adapte un 


disque (K) qui a deux ouvertures (m) pour le passage de lair; 
ce disque sert en outre de support au deuxiéme cylindre (B). 


Ce cylindre moyen se termine en bas par un entonnoir (I) qui 
est fixé par une vis. Cet entonnoir est percé de trous extréme- 
ment fins, leur diamétre ne dépasse pas celui de la plus fine 
aiguille de la seringue de Pravaz. La surface interne de l’enton- 
noir est rapeuse. Dans ce cylindre on place les morceaux de 
Porgane dont on veut préparer une émulsion. : 


Le troisiéme cylindre (A) est plein et se termine en forme 


de cone; il remplit entiérement le deuxiéme cylindre. En haut 


il se termine par une vis de pression (E) qui passe a travers le_ 


support (D). Les trois eylindres, pour plus de stabilité, sont 
placés en bas dans un étui (L). Toutes les parties s’adaptent 
hermétiquement. Les dimensions de l’appareil sont telles que 
lorsque le liquide remplit le cylindre extérieur jusqu’au sommet 
de l’entonnoir, le volume de ce liquide est égal & 15 c. c. Cet 
appareil est en cuivre nickelé : par conséquent, il peut étre sté- 
rilisé 4 l’autoclave, 

Dans toutes mes expériences, dont la description détaillée se 
trouve a la fin de cet article, je me suis servi de cet appareil 
pour la préparation de !’émulsion. 

Cette préparation se faisait de la fagon suivante : on versait 
dans le cylindre extérieur 15 c. c. de solution physiologique de 
sel marin, ensuite on stérilisait l'appareil a l'autoclave pendant 
une 1/2 heure sous la pression d'une atmosphére et demie. On 
laissait refroidir l'appareil, et on mettait dans le cylindre moyen 
des reins coupés en petits morceaux, enlevés aussi asepti- 


quement que possible & un animal saigné & blanc. Puis on 
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plagait le cylindre (A), et au moyen de la vis & pression (KH) on 
faisait passer dans le cylindre extérieur a travers l’entonnoir- 
lamis (I) tout le contenu du moyen cylindre. L’émulsion obtenue 
de cette fagon était suffisamment liquide, les parcelles de l’or- 
gane trés finement divisées, et le tout parfaitement stérile: a 
plusieurs reprises j’ai fait des cultures, et les résultats furent 
toujours négatifs. 

Je passe maintenant & mes expériences. 

Tout d’abord il faut noter ce fait, que le sérum des lapins 


auxquels on a injecté l’émulsion de reins de cobayes devient _ 


trés toxique pour ces derniers, car une injection hypodermique 
de 10 c, ce. de sérum par kil. d’animal est mortelle pour un 
cobaye. 

Tous les cobayes, sauf un, sont tombés malades et sont morts 
quelques jours aprés avoir recu cette dose de sérum en 
injection sous-cutanée. En outre, ce sérum manifeste non 
seulement un effet toxique général chez le cobaye, mais exerce 


encore, sur les reins de ces animaux, une action spéciale quoique” 


assez faible, Cet effet néphrotoxigue se traduisait dés le lende- 
main de Vinjection, par lapparition dune petite quantité, 
presque des traces d’albumine dans les urines. Bien que lalbu- 
mine flit toujours en quantité insignifiante et n’augmentat que 
peu, sa présence dans les urines était pourtant constatée tout 
le temps jusqu’a la mort de l’animal. 

Cette propriété néphrotoxique du sérum sanguin des lapins 
se manifestait dés la deuxiéme injection des reins de cobayes 
sains. Plus le nombre d‘injections augmentait, plus cette pro- 
priété néphrotoxique devenait notable, sans devenir cependant 
trés intense. Ainsi on ne constatait que des traces d’albumine dans 
les urines chez les cobayes auxquels on avait injecté du sérum 
de lapins n’ayant recu que deux ‘injections d’émulsion, tandis 
que le sérum des lapins, aprés quatre ou cing injections d’émul- 
sion, produisait chez les cobayes, & la méme dose que dans le 
premier cas, une albuminurie notable. 

D’autre part, les modifications anatomo-pathologiques des 
reins des animaux tués par le sérum néphrotoxique se trou- 
vaient en parfaite corrélation avec la quantité d’albumine pré- 
sente dans les urines. 


Dans le premier cas, ¢’est-a-dire chez les cobayes morts a la 


es 
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suite d’injection du sérum néphrotoxique faible, on constate, a 


Vexamen microscopique des reins, des modifications insigni- 
fiantes, consistant principalement en une hyperémie des vais- 
seaux, des glomérules et des capillaires intercanaliculaires, en un 
gonflement des cellules du tissu conjonctif disposé entre les 


canalicules; quant a l’épithélium propre des reins, il avail 


aspect tout a fait normal, saufun faible conflement des cellules 
épithéliales de quelques tubes contournés. Par contre, chez les 
cobayes tués par le sérum néphrotoxique plus actif, et ayant 
présenté, ala suite de l’injection de ce sérum dans les urines, une 
quantilé d’albumine plus notable, les modifications anatomo- 
pathologiques des reins étaient également plus prononcées. Ces 


modifications, outre | hyperémie plus considérable des vaisseaux, 


des glomérules et des capillaires du tissu interstitiel, portaient 
aussi sur l’épithélium des tubes contournés. Ici, de méme que 
dans le premier cas, c’étaient principalement les cellules épithé- 
liales qui étaient trés gonflées, et leur protoplasme se présentait 
sous forme de gros granules; mais on rencontrait aussi des 
cellules dont le protoplasme était soit complétement détruit, 
soit parfaitement homogéne; dans ces derniers cas, le noyau 
manquait, On rencontrait quelquefois, 4 lintérieur des tubes 
elférents, des débris cellulaires provenant des tubes contournés. 
Quelquefois, on voyait aussi dans les espaces interstitiels une 
accumulation de cellules rondes. 

Ainsi, comme nous venons de le constater, les modifications 
anatomo-pathologiques des reins sont insignifiantes, ce qui se 
trouve bien en rapport avec la petite quantité d’albumine pré- 
sente dans les urines, | 


Afin de m’assurer que, d’une part, cet effet néphrotoxique, | 


aussi faible qu'il soit, est bien di au sérum, et que, d’autre 


part, le sérum des lapins acquiert cette propriété a la suite de 


linjection d'une émulsion de reins de cobayes, j’ai fait des expé- 
riences avec du sérum de lapins normaux. J’injectais & des 
cobayes du sérum normal & quantités égales et méme supé- 
rieures 4 celle du sérum néphrotoxique; le résultat fut toujours 
négatif, 

' Il existe un autre fait plus probant encore, Tandis que le 
sérum du lapin, recueilli 8-10 jours aprés la derniére injection 
de l’émulsion rénale, est toxique pour les cobayes, le sérum du 


at 
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méme lapin, prélevé non 10 jours aprés, mais 3 mois et demi 
aprés, devient aussi inoffensif qu'il l’était avant l’injection de 
’émulsion, c’est-a-dire qu’avec le temps il a compldtement 
perdu sa faculté néphrotoxique. 

Le sérum néphrotoxique posséde.une autre propriété ; il est 
non seulement néphrotoxique, il est aussi hémolytique. Bien 
que cette dernidére propriété soit trés faible, on pouvait se 
demander cependant si la présence de l’albumine dans les urines 
et les modifications anotomo-pathologiques des reins n’étaient 
pas déterminées par cette propriété hémolytique du sérum, Mais 
les expériences, faites avec du sérum hémolytique pur, démon- 
trérent qu'il n’en était rien. Tous les cobayes qui avaient recu, 
en injections sous-cutanées, du sérum hémolyltique trés actif 
(deux parties de sérum additionnées d’une partie de sang défi- 
briné dissolvaient complétement tous les globules rouges au 
bout d’une heure}, a la dose de 10 ¢. c. par kilo, succombaient 
le 4° ou 5° jour; mais tant qu’ils vivaient, leur urine ne renfer- 
mait point d’albumine, et les lésions anatomo-pathologiques 
étaient tout autres que celles que l’on observe a la suite de l’in- 
jection néphrotoxigue. Aprés l’injection du sérum hémolytique, 
’épithélium rénal paraissait tout a fait normal, tandis que, a la 
suite du sérum néphrotoxique, il était légérement modifié; la 
différence était surtout évidente pour les vaisseaux, Apres le 
sérum néphrotoxique, les vaisseaux étaient fortement hyperé- 
miés, tandis qu’aprés le sérum hémolytique l’anémie des vais- 
seaux était si prononcée qu'il fut presque impossible de rencontrer 
des globules rouges, soit dans les vaisseaux des glomérules, soit 
dans les capillaires des espaces interstitiels; on ne trouvait de 
eros globules rouges que dans les plus gros vaisseaux. I] est 
donc évident que le sérum des lapins, auxquels on avait fait des 
injections de tissu rénal du cobaye, acquiert des propriétés 
toxiques spécifiques pour les reins des cobayes. 

Par analogie avec d'autres cytotoxines, on pouvail suppo- 
ser que le sérum des cobayes auxquels on avait injecté de 
l’émulsion de reins des lapins posséderait aussi, vis-a-vis de ces 
derniers, des propriétés néphrotoxiques. Des expériences que 
j’ai faites a cet effet, il résulte que le sérum des cobayes ayant 
recu 3 fois une émulsion de reins de lapins sains (pour chaque 


injection on préparait une émulsion avec un quart de rein), jouit 
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d'une propriété néphrotoxique extrémement faible. Sur 4 lapins 
auxquels on avait injecté 6c. c. de sérum. par kilogramme, — 


3 présentérent dans les urines des traces d’albumine et le 4° n’en 
a pas eu du tout, Un des trois lapins mourut le 5° jour, il avait 
présenté pendant ces 5 jours des traces d'albumine; le second 
a eu de l’albumine seulement pendant les 3 premiers jours; et 
enfin le 3° n’en eut que le lendemain apres l’injection du sérum, 

A 2 autres lapins, j’ai injecté dans les veines de l’oreille 5c. c. 

de sérum par kilo; j’ai trouvé des traces d’albumine dans les 
urines, chez ’un pendant 4 jours, et chez l'autre pendant 2 jours, 
ensuite l’albumine disparut complétement. 
Toutes ces expériences montrent que sous V’influence des 
injections hypodermiquesd’une émulsion dereins d’ animaux sains 
apparaissent dans le sang des lapins et des cobayes des subs— 
tances qui exercent un effet nocif sur les reins de l’espéce ani- 
male dont les organes ont servi 4 la préparation de l’émulsion. 
Mais cette propriété néphrotoxique du sérum est extrémement 
faible, surtout celle du sérum des cobayes. Il est fort probable 
que cette faculté serait plus prononcée s’il était possible d’aug- 
menter les doses d’émulsion, ainsi que le nombre d’injections, 
Mais les lapins etles cobayes supportent mal ces injections, c’est 
pourquoi onest obligé de faire un nombre dinjections trés limité, 
d’employer des doses d’émulsion trés petite. C’est la, je crois. 
lexplication de ce que les animaux aussi petits et aussi peu 
résistants que le sont les cobayes et les lapins ne peuvent fournir 
un sérum néphrotoxique trés actif. Pour obtenir un tel sérum. 
il faudrait s’adresser & des animaux plus grands et plus résis- 
tants, car il semble que l’élaboration et l’accumulation des 
cytotoxines dans l’organisme soient subordonnées a la fois a la 
dose de substance injectée et au nombre dinjections. 

Au moyen du lapio et du cobaye, on ne peut done obtenir 
un sérum néphrotoxique puissant, C’est pourquoi j'ai cherché & 
en obtenir par un autre procédé, Cependant, les expériences 
dont il ya étre question doivent étre considérées comme des 
expériences préliminaires, Elles ont besoin d’étre contrdlées et 
étudiées davantage. C’est ce que je compte faire prochainement. 


Le raisonnement suivant m’a suggéré ces expériences. D’une 
part, chez homme, dans les maladies des reins, chroniques ou 
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aigués, il se produit dans lorganisme une accumulation de 
substances toxiques, laquelle a pour conséquence l’urémie. 

D’autre part, nous savons que chez les animaux la ligature 
des urétéres améne la mort, par urémie aussi. Si l’on fait la liga- 
ture d'un seul urétére, il se produit des modifications de diffé- 
‘rents organes qui rappellent celles qu’on observe dans la 
néphrite chronique chez homme, et notamment hyperémic 
du cceur, des stases sanguines dans le foie et la rate : puis, ala 
longue, l’autre rein devient aussi malade. 

Tous ces phénoménes montrent qu’a la suite de la ligature 
d’un urétére il se produit progressivement dans lorganisme de 
Yanimal une accumulation des matiéres toxiques, qui explique 
les modifications qu’on rencontre dans les différents organes. 

En prenant en considération ces faits, je me suis demandé si 
le sérum du lapin auquel ona lié un seul urétére n’exercerait 
pas une action néphrotoxique vis-a-vis d’autres animaux sains. 

Pour résoudre ce probleme, j’ai lié Vurétére dun cété chez 
deux lapins sains. Ces animaux supportérent l’opération trés 
bien : la plaie se cicatrisa sans suppuration, les animaux se réta- 
blirent rapidement et leur poids commenca a augmenter. Vingt- 
et un jours aprés la ligature. j’ai pris du sang a Vartére caro- 
tide chez ’'un deux, et j’ai injecté 4c. c. (par kilo) de sérum 
dans les veines auriculaires de deux lapins sains : les urines de 
ces lapins étaient examinées pendant plusieurs jours avant l’in- 
jection sans qu’on ait pu constater la présence de l’albumine. 

Dés le lendemain de Vinjection, urine de ces deux lapins 
renfermait de l’albumine en notable quantité; elle diminua 
ensuite progressivement pendant 5 jours et finit par disparaitre 
complétement. 

L’autre lapin auquel j’ai lié un urétere fut saigné 44 jours 
apres l’opération; j’ai injecté 5 c. c. (par kilo) de ce sérum a 
deux autres lapins sains dont l'urine ne contenait point d’albu- 
mine avant l’expérience. Chez l'un d’eux, aprés linjection du 
sérum, il y a eu pendant 4 jours une petite quantité d’albumine 
dans les urines; chez l’autre, il y ena eu pendantles trois premiers 
jours une grande quantité, mais dés le quatriéme elle diminua 
rapidement. La présence dans les urines d'une si grande quan- 
tité d’albumine pendant les trois premiers jours aprés l’injection 
du sérum, ne laissait presque pas de doute que les reins étaient 
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lésés, Cependant, pour en étre bien sur, jai sacrifié animal le 
septiéme jour apres l'injection du sérum (il avait encore de l’al- 
bumine dans ses urines); 4 l’autopsie j’ai trouvé les reins légé- 
rement augmentés de volume; a Ja section ils étaient hyperémiés 
et d’une couleur grisatre; la capsule s’enlevait facilement. Tous 


les autres organes, 4 l’examen macroscopique, ne présentaient - 


rien d’anormal. 

-L’examen microscopique des reins a révélé de trés pro- 
fondes lésions dans toutes les parties de l’organe. Les vaisseaux 
des glomérules, et surtout les capillaires des espaces inters- 
titiels étaient fortement hyperémiés. L’épithélium des tubes 
contournés était soit nécrosé, et dans ces cas il remplissait 
les tubes sous forme de cylindres, soit vacuolisé, et alors les 


noyaux manquaient totalement, ou bien ils étaient considéra- 


blement modifiés; ces noyaux avaient une forme irréguliére et 
étaient comme ratatinés. L’épithélium des tubes droits était 
moins altéré. Cependant dans certains de ces tubes on voyait 
une masse informe, composée de cellules épithéliales compléte- 


“anent détruites. On rencontrait trés souvent dans les espaces 


interstitiels une accumulation de cellules rondes, entourant de 
tous cdtés les tubes contournés, dont quelques-uns étaient 
presque normaux ou trés peu modifiés, En général, toutes’ces 
modifications avaient le caractére de celles que l’on trouve dans 
inflammation diffuse des reins; c’est ce qui explique la pré- 
sence de la grande quantité d’albumine dans les urines. 

Ces expériences donnérent done des résultats positifs. Elles 


démontrérent que le sérum des lapins, auxquels on a lié un des ~ 


urétéres, acquiert réellement, au bout d’un temps assez court, 
une faculté néphrotoxique trés forte. Cette faculté parait 
augmenter avec le temps, car le sérum pris six semaines aprés 
la ligature était plus fort que celui qui a été pris seulement 
aprés trois semaines. 

Ilreste & savoir d’ou arrive dans l’organisme de l’animal cette 
toxine? Il est fort probable que la formation de la toxine se 
produit icide la méme fagon que chez les animaux auxquels 
on injecle une émulsion de reins, Cette supposition est confirmée 
par les altérations qui se produisent dans le rein dont l'urétére 
est lié. Quand on examine au microscope les coupes de ces 
reins, 3-6 semaines apres la ligature, on voit que les cellules 
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épithéliales des tubes collecteurs sont atrophiées; les glomérules, 
pour la plupart du temps, sont peu modifiés; ce sont surtout 
les cellules épithéliales des tubes contournés qui sont les plus 
altérées : leur protoplasma est considérablement vacuolisé; dans 
de trés nombreuses cellules il est disposé a la périphérie sous 
forme dune couche trés mince, composée de granules de diffé- 
rentes dimensions; les noyaux manquent dans la plupart des 
eas, ou bien ils sont trés modifiés. 

Il faut done conclure que la ligature d’un urétére rend pos- 
sible la pénétration dans la circulation de certaines substances 
spécifiques qui se trouvaient auparavant dans les cellules propres 
de rein, C'est ainsi que se trouve eréée la propriété néphro- 
toxique du sérum des animaux dont un des urétéres est lié. En 
outre, cette propriété néphrotoxique peut aussi dépendre de 
ce que les substances, qui devraient étre complétement éliminées 
de ’organisme, y séjournent, et ainsi se fait une accumulation 
de produits toxiques; parmices derniers se trouvent aussi ceux 
qui produisent un effet spécifique sur les reins, Cela se confirme 
aussi par ce fait qu'au bout d’un certain temps, chez l’animal 
auquel on avait lié un urétére, l’autre reia devient malade. 

Quant a la nature de cette néphrotoxine, iJ nous est encore 
impossible de nous prononcer a ce sujet. Les expériences ulté- 
rieures nous montreront si c’est une isotoxine, ou bien si ec’est 
une néphrotoxine dans le plus large sens du mot. 


Crest 8M. Metchnikof que je dois Vidée fondamentale de cette 
étude. Je considére comme un agréable devoir de lui exprimer 
ma profonde gratitude pour m’avoir indiqué ce sujet, pour 
m’avoir guidé par ses conseils éclairés et enfin pour m’avoir 
autorisé a travailler 4 son laboratoire. 


Je venais de terminer mon article lorsque M. le docteur Lin- 
demann a fait une communication concernant le sérum néphro- 
toxique (Centralbl, [. ally. Pathol. x1, p. 308, 1900). Dans cette 
communication il attire l’attention sur ce fait que le sérum du 
sang des chiens qui ont eu une néphrite a la suite de lintro- 
duction, dans leur sang, de chromate de potasse ou d'autres 
poisons rénaux, exerce une trés forte action néphrotoxique sur 


d’autres chiens. Ces expériences confirment, jusqu’a un certain , 
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degré, I’ hypothdse qui admet que le sang renferme des poisons 
rénaux au cours des néphrites. 


APPENDICE 


RO a 


EXPERIENCE I, 


A. Le 147 mars 1900. Injection hypodermique d’émulsion des 2 reins de 
cobaye a un lapin pesant 1,720 grammes. 

Le 27 mars. Deuxiéme injection d’émulsion de 2 reins de cobaye. 

Le 5 avril. Saignée a l’artére carotide afin dobtenir du sérum, 

B. Le 6 avril. Injection de 2 c. c. de sérum du Japin A dans la peau du 
ventre d’un cobaye pesant 420 grammes. 

Le lendemain de cette injection du sérum, lurine renferme des traces 
d’albumine. Ces traces persistent jusqu’a la mort de ]’animal, qui survient le 
15 avril. Pendant cette période de temps, le poids de l’animal a diminué de 
60 grammes. = ie 

L’examen microscopique des reins de ce cobaye montre un gonflement 
de l’épithélium des tubes contournés; une légére hyperémie des vaisseaux, 
des glomérules et des capillaires des espaces interstitiels; sur certaines 
coupes on voit dans ces espaces une Jégére accumulation de cellules rondes. 


~ 


EXPERIENCE II. 


A. Le 27 mars. Injection hypodermique d’émulsion de 2 reins de cobaye 
4 un lapin pesant 1,605 grammes. 
Le 8 avril. Deuxiéme injection d’émulsion de 2 reins de cobaye. 
Le 49 avril. Saignée par l’artére carotide. 
Force hémolytique du sérum de ce lapin : 6 parties de sérum mélangées a is 
A partie de sang défibriné n’ont pas amené au bout de 3 heures une complete “ 
dissolution, bien qu’il y ait eu déja beaucoup de globules rouges détruits. 
B. Le 20 avril. Injection de 5c. c. de sérum du lapin AY sous la peau du 
ventre d'un cobaye pesant 580 grammes. 
Pendant les deux premiers jours aprés l'injection du sérum, il y a 1 des 
traces d’albumine dans les urines, puis l’albumine disparait, puis reparait es 
de nouveau au bout de 8 jours, c’est-a-dire le 28 avril, A partir de cette date 


jusqu’a Ja mort de animal qui a eu lieu le 7 mai, urine contient toujours 
de Valbumine, bien qu’en quantité minime. Aprés Senge Vanimal a “7 
vécu 17 jours, Son poids a baissé de 240 grammes. ae 

A V'autopsie : Les reins sont hyperémiés, la capsule s’enléve facilement, obs 


Jes limites entre les différente couches sont peu distinctes. * 
A Pexamen microscopique : Forte hyperemie des glomérules et des vais- oR 
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seaux de la couche pyramidale; gonflement de |’ epithelia des tubes con- 
tournés et des cellules du tissu conjonctif. 


ExpERiENCcH LI. 


A. Le 26 mars. Injection hypodermique d’émulsion de deux reins de 
cobaye a un lapin pesant 1,765 grammes. 

Le 4 avril. Deuxiéme injection d’émulsion de deux reins de cobaye. 

Le 26 avril. Troisiéme injection d’émulsion de 2/3 de reins de cobaye. 

Le 11 mai. Quatrieéme injection d’émulsion d’un rein. 

Le 17 mai. Saignée de 25 ¢c. c. de sang par l’artére carotide. 

B. Le 18 maz. 1) Injection de 8 ec. c. de sérum du Japin A sous Ja peau 
d'un cobaye pesant 780 grammes. 

Le lendemain de injection, l’urine renferme des traces d’albumine. Le 
troisiéme jour aprés linjection, forte diarrhée, et le 28 mai, c’est-a-dire le 
sixiéme jour, l’animal succombe. Son poids a diminué de 165 grammes. Les 
cultures faites avec du sang du cceur sont restées stériles. 

- Autopsie : Reins mous, hyperémiés, légérement augmentés de volume, la 
capsule s'enléve facilement; 4 la section on distingue mal les limites des 
différentes couches. . 

Examen microscopique des reins ; Hyperémie tres prononcée des vaisseaux 
des glomérules et des vaisseaux de la couche pyramidale. Epithélium des 
tubes contourné et gonflé; quelquefois on rencontre des tubes contournés 
dont l’épithélium est totalement détruit, ou bien ces cellules ont le proto- 
plasma homogéne et sans noyau. A l’intérieur d’un petit nombre de tubes 
collecteurs, on voit un amas de débris de cellules épithéliales des tubes con- 
tournés. On rencontre aussi quelquefois, autour des glomérules et dans les 
espaces interstitiels, une accumulation de cellules rondes. 

2) Le 18 maz. Injection de 6 c. c. de sérum d’un lapin sain sous la peau 
du ventre d'un cobaye pesant 575 grammes. 

L’animal a été en observation pendant 15 jours. L’analyse des urines a 


été faite quotidiennement. Point d’albumine. 


EXPERIENCE IV. 


A. Le 23 mai. 8 jours apres la premiére saignée, cinquiéme injection 


hypodermique d’émulsion d’un rein de cobaye au lapin de l’expérience III. 
— Le 20 mat. Saignée par l’artére carotide; 40 c. c. de sang. 

B. Le 30 mai. Injection dé 30 c. c. de sérum du lapin A dans la région 
abdominale d’un ccobaye pesant 565 grammes. 

Dés le lendemain de l'injection, ]’urine renferme des traces d’albumine 
gui persistent jusqu'au 44 juin ; depuis, l’albumine n’a plus reparu. L’animal 
est resté en surveillance jusqu’au 1er juillet; pendant toute cette période il a 
été bien portant et a augmenté de poids de 50 grammes. 

2) Le 30 maz. Injection de 8 c. c. de sérum du Japin A sous la peau du 
ventre d’un cobaye pesant 725 grammes, 

Dés le lendemain de l’injection, l'urine renferme des traces d’albumine § 


os 
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tous les jours la quantité d’albumine augmente, de sorte que le septiéme jour 


i . elle est déja assez considérable; le poids a diminué de 430 grammes, et 


l’animal est si faible que probablement il n’aurait pas pu survivre Juste au 
matin; c’est pourquoi je le sacrifie. 

A Vautopsie : Les reins trés flasques; au-dessous de la capante on voit des 
of hémorragies miliaires, la capsule s’enléve facilement; & la section les’ reins 
A ae. sont de couleur grisatre; les couches se distinguent ‘mal; 168 veines sont 
per a distendues par le sang. 


pee +» Examen microscopique : Forte hyperémie des -vaisseaux des glomérules ; 
ag dans quelques-uns de ces derniers de petites hémorragies; autour des glo- 
ee meérules et dans les espaces interstitiels on rencontre souvent des amas 


considérables de cellules rondes; ]’épithélium des tubes contournés est for- 
tement gonflé : a peine quelques cellules manquent de noyaux et ont le proto- 
plasma presque complétement détruit. 


EXPERIENCE V. 
A. Lapin, pesant 2,200 grammes, a recu au niveau de la région abdominale 
4 injections hypodermiques d’émulsion de reins de cobaye. La premiere 
— injection d’émulsion rénale a été faite le 18 juin. La deuxiéme (un rein 
le 25 juin; la troisiéme (un rein) le 2 juillet, et la quatriéme (un rein) le 

12 juillet. 
Le 20 juillet. Raigsas par Vartére carotide. Pouvoir hémolytique de ce 
sérum : 5 parties de sérum melangées a 1 partie de sang défibriné de cobaye 
ont dissous, au bout d’une heure, un grand nombre de globules rouges; 
cependant, au bout de 3 heures, il en restait encore passablement qui n’étaient 

pas attaqués. 

B. Le 24 juin, Injection de 6c, c. de sérum du lapin A, sous la peau du 
ventre d’un cobaye pesant 865 grammes. L’urine a renformé des traces 
-  dalbumine seulement pendant les deux premiers jours aprés l’injection, puis 
Valbumine disparait et ne reparait plus pendant toute la durée de l’expérience 

BY : (10 jours); le cobaye se portait bien, et avait augmenté de poids. 

. 2) Le 24 juillet. Injection de 5 c, c. et 1/2 de sérum du lapin A, sous la 
peau du ventre d’un cobaye pesant 545 grammes, Le lendemain de l’injec- 
lion,l’animal a émis quelques gouttes d'urine sg oe il aété tres malade et 
n’a pas mangé, Le deuxiéme jour, il y a eu 6 c. c. d’urine, qui renfermaient 
: ‘une notable quantité d’albumine, Dans la nuit a0 troisiéme au queens 
Bre jour, l’animal succomba ayant perdu 30 gr. de son poids. 

Autopsie : Les reins sont fortement hypérémiés, surtout la couche inter- 


i Ee médiaire; a la section ils sont d'une couleur grisatre ; les couches se distin- 


guent mal; la capsule s’enléve facilement. 
L’examen microscopique révéla les mémes altérations que celles du second 


Bas... cobaye de. Ae: 4. 


Expyrience VI, 


a _ A. Le lapin de Vexpérience I, apres saignée du 8 avril, n’a plus e eu Tinjec- 
Es. ‘tion; il a bien supporteé l’opération, s’est vite rétabli et a commencé a aug- 
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menter de poids; il pesait 1,845 grammes au moment de la deuxiéme. saignée 
quia eu lieu le 20 juillet. Le pouvoir hémolytique du sérum de cette seconde 
Saignée ne se distinguait en rien de celui du sérum du sang normal, 

B. Le 21 juin. Injection de 5 ¢. ¢.4/2 de sérum du sang du lapin A 
sous la peau du ventre d'un cobaye pesant 535 grammes: Pendant toute la 
durée de observation (environ 12 jours) Purine ne renfermait point dalbu- 
mine, l’animal se portait bien et avait augmenté de poids. 


Expértence VII (avec le sérum hémolytique). 


A, Le 19 septembre. Injection de 9 c. ¢. de sérum du sang frais défibriné 
d'un cobaye normal sous la peau du ventre d’un lapin pesant 1,930 gr. 

Le 26 septembre, Deuxiéme injection de 15 c. c. de sang frais défibriné 
d'un cobaye normal. 

Le 4 octobre. Saignée par l’artére carotide (40 c. c. de sang), Le sérum 
de ce sang possédait une propiété hémolytique trés puissante : deux parties 
de sérum, mélangées a une partie de sang défibriné d'un cobaye, dissolvaient 
complétement tous les globules rouges au bout de une heure et demie. 

B. Le 5 octobre. Injection de 4 c. c. et 1/2 de sérum du sang du lapin A 
a trois cobayes pesant 420, 435 et 430 grammes. 

Tous les trois cobayes succombérent; le premier, le quatriéme jour; les 
deux autres le cinquiéme jour aprés l’injection, sans présenter d’albumine 
dans les urines. ‘ 

A lautopsie: Des hémorragies miliaires sous la peau, dans certains 
muscles el sur les parois du périloine; tous les organes avaient plus 
ou moins une teinte ictérique; le sang du cceur et des grands vaisseaux 
avait l’aspect Jaqué; la vessie chez deux de ces lapins était remplie durine 
paraissant sanguinolente; cependant, 4 lexamen microscopique, il fut 
impossible de trouver dans cette urine des globules rouges, pas plus que des 
éléments propres de rein. Ces derniers organes étaient flasques, a la section 
le parenchyme était d’un jaune pale. Les cultures faites avec du sang du 
ceur restérent stériles. 

Ce qui frappait le plus 4 l’examen microscopique, c’était l’absence de 
globules rouges dans les vaisseaux des glomérules et dans les capillaires des 
espaces interstitiels. Quant 4 ]’épithélium rénal, il ne présentait presque pas 
d’altérations, sauf que les dimensions des granules protoplasmiques étaient 
un peu plus grandes qu’a létat normai. 


Experience VIII. 


-A. Le 15 juin. Injection d’émulsion d’un quart de rein de lapin sous la 
peau du ventre d’un cobaye pesant 624 grammes. 

Le 22 juin. Deuxiéme injection dela méme quantité d’émulsion. 
~ Le 29 juin. Troisigme injection d’émulsion d’un quart de rein. - 

Le 6 juillet. Saignée par lartere carotide, Effet hémolytique de ce serum : 
4 parties de sérum mélangées 4-1 partie de-sang- défibrine de lépin. dissol- 
vaientdes globules rouges. 


i 


eres a 


ANNALES DE LINSTITUT PASTEUR. 


B. Le 7 juillet. Injection de 10 c. c. de sérum du cobaye sous la peau 
du ventre d'un lapin pesant 4,940 grammes. 

Dés le Jendemain, l’urine renfermalt de l’albumine (traces), et cette albu-- 
mine a persisté jusqu’a la mort de l’animal, qui a eu lieu le cinquiéme jour 
aprés Vinjection de sérum. : 

_ A lautopsie : Les reins étaient cedématiés; la couche intermédiaire était 
fortement hyperémiée; la capsule s’enlevait facilement. a cultures faites 
avec du sang du cceur sont restées stériles. i 

A Vexamen microscopique : Les cellules épithéliales des fabes contournés 
avaient pour la plupart un protoplasma composé de gros granules; quel- 
quefois on rencontrait des cellules sans noyau, et enfin un petit nombre de at 
cellules avaient un protoplasma complétement homogéne, les” vaisseaux des 
glomérules et les capillaires des espaces intersies étaient aS. 
hyperemies.. : 


_ EXPERIENCE IX, 


A. Le 15 juin. Injection ‘d@émulsion d’un quart de rein de lapin sous da 
peau du ventre d’un cobaye pesant 595 grammes, 3 

Le 22 juillet. Deuxiéme injection d'un quart de rein de lapin. 

Le 29 juillet. Troisiérae injection dela méme quantité d’émulsion. S 

Le 6 juillet. Saignée par l’artére carotide. Effet hémolytique de ce = 
sérum. 5 parties de sérum, mélangées 41 partie de sang défibriné de lapin, 
dissolvaient tous les globules rouges. 

B. Le 7 juillet. Injection de 7c. c. de sérum du cobaye A dans 
la veine de l’oreille d’un lapin pesant 2,245 grammes. Pendant les 4 premiers 
jours aprés l’injection de sérum, l’urine renfermait des traces d’albumine; a 
partir du 5e jour l’albumine disparait et ne reparait plus pendant toute la 
durée de l’expérience. 


Experience X, (Contre-épreuve de l’expérience VIII.) 


A. ke 7 juillet. (njection de 42 c. c. de sérum du sang d’un cobaye 
sain sous la peau du ventre d’un lapin pesant 2,225 grammes. Pendant toute 
la durée de l'expérience (environ 44 jours) l’urine n’a pas renfermé d’albu- 

_ mine. L’animal se portait parfaitement bien. 


EXPERIENCE XI, 


A. Le 12 juillet. Injection d’émulsion d’un quart de rein de lapin sous : 
la peau du ventre d’un cobaye pesant 527 grammes. 

Le 20 juillet. Deuxiéme injection de Ja méme quantité d'émulsion. 

Le 24 juillet. Troisiéme injection d’émulsion d’un quart de Bele 2 ee 

Le 6 aowt. Saignée par l’artére carotide. 

B. Le 7 aott. Injection de 10 c.c. de sérum du cobaye A sous ja peau 
du ventre d’un lapin pesant 1,515 grammes, 

Pendant les 3 premiers jours, l’urine renfermait des traces d'albumine, 
Puis l’albumine disparut et ne reparut plus, L’animal s’est rétabli, 
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EXPERIENCE XII. 


A. Un cobaye pesant 715 grammes a recu, sous la peau du ventre, 3 injec: 
tions d’émulsion de rein de lapin sain (chaque fois 1/4 de rein) ; ces injec 
tions eurent lieu le 42 juillet, le 20 juillet et le 27 juillet, 

Le 6 aowt. Saignée par l’artére carotide. 

B. Le 7 aot. Injection de 7c. c. de sérum du cobaye A dans la 
veine de l’oreille d'un lapin pesant 1,490 grammes. Seulement pendant tes 
2 premiers jours aprés l’injection, il y a eu des traces d’albumine dans les 
urines. Ensuite, pendant toute la durée de l’expérience, l’animal se portait 
bien. 


EXPERIENCE XIII. (Servant de témoin pour l’expérience XI.) 


Le 7 aout. Injection de 9c. c. de sérum de cobaye sain sous Ja peau 
du ventre d'un lapin pesant 1,470 grammes. Pendant toute la durée de l’ex- 
perience, ]’animal se portait bien et l’urine ne renfermait pas d’albumine. 


EXPERIENCE XIV. 


A. Un cobaye pesant 650 grammes a recu sous la peau du ventre 3 injec- 
tions d’émulsion de rein de lapin sain (chaque injection était préparée avec 
un quart de rein) ; ces injections eurent lieu le 9, le 16 et le 23 aout. 

Le 31 aout. Saignée par lartére carotide. L’effet hémolytique de ce 
sérum fut trés faible. 

B. Le 1¢r septembre. Injection 9c. c. de sérum du cobaye A sous la 
peau du ventre d'un lapin pesant 1,600 grammes. 

Pendant toute la durée de l’expérience, l’animal reste bien portant, son 
poids augmente, et l’urine ne renferme point d’albumine. 


EXPERIENCE XV. 


A. Un cobaye pesant 550 grammes a recu 3 injections hypodermiques 
d’émulsion de rein de lapin normal (chaque fois 1/4 de rein); ces injections 
eurent lieu le 9, le 16 et le 23 aout. 

Le 31 aout. Saignée par l’artere carotide, 5 parties de ce sérum 
mélangées a une partie de sang défibriné de lapin, commengaient, a dissoudre 
les globules rouges au bout d’une heure. 

B. Le Ae: septembre. Injection de 9c. c. de sérum du cobaye A sous la 
peau du ventre d’un lapin pesant 1,550 grammes. 

Seulement le lendemain, aprés l’injection de sérum, il y a eu des traces 
d’albumine dans les urines. Ensuite elle disparut sans plus reparaitre. Pen- 
pant toute la durée de l’expérience l’animal se porta parfaitement bien. 


Expérmnce XVI. (Contre-épreuve des expériences XIV et XV.) 


A. Un cobaye pesant 500 grammes, a recu sous la peau du ventre. trois 
injections de 5 c. c, chaque fois de sang défibrine de lapin normal; ces 


injections eurent lieu le ® ‘le 16 et le 23 aod/, : 
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Le 34 aont. Saignée par l’artére carotide. En mélangeant 3 parties de ce 
sérum a une partie de sang défibriné de lapin, on obtient au bout de 
2 heures une dissolution compléte des globules rouges, 
B. Le Aer septembre. Injection de 6 c. c. de sérum du cobaye sous la 
peau du ventre d’un lapin pesant 1,450 grammes. Pendant toute Ja durée de 
l’expérience, l’urine ne renfermait pas d’albumine. 


EXPERIENCE XVII, 


A. Le 30 juillet 1900, on fait la ligature de l’urétére droit 4 un lapin 
pesant 1,410 grammes. L’animal a bien supporté l’opération; la plate s’est 
cicatrisée sans suppuration. Le 24 aout le lapin pesait 1,455 grammes; ce 
jour-la je lui pris 10 c. c. de sang 4 la carotide. Ensuite je l’ai sacrifié. 

A l’autopsie : le rein droit est considérablement distendu par un liquide 
limpide de couleur jaune; l'urétre Pest aussi jusqu’a Pendroit ot se trouve 
la ligature. La couche corticale du rein est considérablement atrophiée. 
Lerein gauche, 4l’examen microscopique, neprésentait poe ode 
de méme que tous les autres organes. 

B. Le 22 aout. Injection a deux lapins, dans les veines de l’oreille, de sérum 
du lapin A : 1) le premier, pesant 1,375 grammes, areguS c. ¢, 1/2, et 2) le 
second, pesant 1,625 grammes, 6 ¢, c. 1/2, e’est-a-dire 4 ec. ¢. par kilo. 

_Dés le lendemain de l'injection, l’urine des deux lapins renfermait de 
Valbumine en notable quantité; les deux jours suivants il y en avait encore, 
mais moins. Le cinquiéme jour l’albumine disparut sans plus reparaitre. 
A Ja suite de Vinjection, le poids des deux lapins avait baissé; mais bientot 
ils se rétablirent complétement. ; 


Experience XVIII. ° 


A. Le 30 juillet, on pratique une ligature de l'urétére gauche & un lapin 
pesant 1,635 grammes, L’animal a bien supporté l’opération; la plaie s’est 
cicatrisée sans suppuration. Le 40 septembre le lapin pesait 1,905 gr. Ce jour-la 
je luiai pris environ 10 c. c. de sang a la carotide. Ensuite je Vai sacrifie. 

A Vautopsie : Le rein gauche, de méme que’son urétére jusqu’a Vendroit 
ot se trouve la ligature, sont considérablement distendus par un liquide 
d’un jaune foncé; toutes les couches du rein sont atrophiées et d’une cou- 
leur grisdtre. Le rein droit est légerement augmenté de volume, ala section 
il parait étre tout a fait normal; tous les autres organes ne présentent rien 
d’anormal 4 l’examen microscopique. 

B. I. Le 11 septembre. Injection de 8 ¢. c. 1/2 de sérum du sang du 
Japin A, dans la veine de l’oreille d'un autre lapin pesant 4,900 grammes, 

Pendent les quatre premiers jours aprés l’injection de sérum, l’urine ren- 
_ fermait de l’albumine (plus que des traces) qui dés le cimquiéme j jour dispa~ 
. rait sans, plus reparaitre. me 

Hf. Le 1\ septembre. Injection de 9 ©. ¢. 4/2 de sérum du lapin A 
dans la veine de loreille d'un troisitme lapin pesant 1,885 grammes. . 

Pendant les trois premiers jours ayant suivi l'injection de sérum, Iurime 
renfermait une grande quantité d’albumine; ensuite, tous les jours la quan- 
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tite d’albumine diminuait. Le septitme jour, quand l’animal fut sacrifié, il 
n’y avait que des traces d’albumine dans ses urines. 

A Vautopsie : Les reins étaient un peu augmentés de volume, la capsule 
sé décortiquait facilement; a la section, ils étaient fortement hyperémiés et 
dune coloration grisatre. Tous les autres organes paraissaient a l’examen 
microscopique étre normaux. 

A lexamen microscopique des coupes des reins : légére hyperémie des 
vaisseaux des glomérules, et trés forte hyperémie des capillaires des espaces 


interstitiels. De profondes modifications de l’épithélium des tubes contournés, | 


se traduisant par une forte dégénérescence albuminoide, une vacuolisation 
et une compléte nécrose des cellules. On rencontrait souvent des amas de 


cellules necrosées d’épithélium des tubes contournés; ces amasremplissaient 


les tubes sous forme de cylindres. L’épithélium de certains tubes efférents 
étaient aussi vacuolisé, et de nombreuses cellules manquaient de noyau. On 
rencontrait souvent de forts amas de cellules rondes : ces amas cellulaires 
se trouvaient habituellement dans le voisinage des tubes contournés, qui en 
étaient parfois complétement recouverts. Ces tubes, ainsi entourés de cellules 
rondes, avaient en généralleur épithélium intact, ou tout au moins trés peu 
altéré. 


EXPLICATION DES FIGURES DES PLANCHES I ET II 


Fig. 4. — Coupe du rein da lapin de l’expérience XVIII. Vacuolisation 
et nécrose des cellules épithéliales des tubes contournés. A l’intérieur de 
certains tubes on yoit des amas d’épithélium détruit. (Verick. Ocul. 4. Obj. 4. 
-Grossiss. 190). 

- Fig. 2. — Coupe du rein du méme lapin. A Vintérieur d’un tube se 
trouve un cylindre composé d’un épithélium nécrosé. (Verick. Ocul. 4 Obj. 4. 
Grossiss. 190.) > 


Fig. 3. — Coupe du rein du méme lapin. Un tube droit dont lépithé- 


lium est complétement nécrosé et qui remplit le tube sous forme d'un cylin- 
dre granuleux. (Verick. Ocul. 4. Obj. 4. Grossiss. 190.) _ ‘ 

Fig. 4. — Coupe du rein du méme lapin. Forte infiltration par des 
cellules rondes, siégeant entre les tubes contournés (Ocul. 2. Obj. imm. 4/15.) 
et autour d’eux. 
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[BS BAGTERIES LAGTIQUES BY LEOR IMPORTANCE 


dans la maturation du: fromage. 


Par R. CHODAT sur N. O. HOFMAN-BANG 


L’une des questions les plus étudiées de la bactériologie 
technique est sans contredit celle dela maturation des fromages. 
Depuis que M. Duclaux, dans ses travaux classiques sur le lait, 


a guidé ces investigations vers une voie rationnelle, on a beau- 
coup travaillé 4 élucider les problémes plus ou moins compliqués. 


qui surgissaient au fur et 4 mesure que les recherches s’appro- 
fondissaient. On constatait, entre autres, que pendant la matu- 
ration d'un fromage, la caséine de celui-ci se transforme pro- 
fondément. Lorsque M. Duclaux eut découvert dans le fro- 
mage les microbes dits Tyrothrix, qui peuvent solubiliser la 
caséine du lait de la méme manitre que se transforme la caséine 
du fromage, la plupart des savants furent d’accord pour attri- 
buer a ce genre de microbes le réle de faire mirir les fromages. 

C’est en partant de ce point de vue que l’on établit les 
theories relatives 4 la marche de la maturation. Les expériences 
tentées pour les démontrer furent faites sur le lait, parfois sur 
des fromages, mais le plus souvent les auteurs se contentérent 
Vutiliser les résultats obtenus. soit en discutant des observa- 


tions tirées de la pratique, soit en raisonnant sur linterpréta- 


tion des résultats de la fromagerie. Ces différentes facons d’étu- 
dier la question ont pu paraitre suffisantes tant que ces théories 
n’étaient pas attaquées; elles ne peuvent étre que trés secon- 
daires dds qu’il s’agit de les défendre par des argument réelle- 
ment scientifiques. 

M. de Freudenreich est l’adversaire principal de ces théories, 
et comme il est en contradiction compléte avec ceux qui 
admettent les Tyrothrix comme agents essentiels de la matura- 
tion du fromage, il nous faut examiner son point de vue un peu 
plus en détail. 
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En faisant un trés grand nombre d’analyses bactériologiques 
de fromages d’Emmenthal bien mirs, M. de Freudenreich ne 
trouve que trés peu de Tyrothrix, mais des quantités énormes 
de bactéries lactiques. (Des résultats identiques ont été obtenus 
par MM. Russell et Weinzirl, Centralblatt fiir Bacteriologie, 1897, 
p. 456, et derniérement ici au laburatoire par M. Stamen Gri- 
goroff.) C’est cette constatation qui lui fait croire que ce sont 
les bactéries lactiques et non pas les Tyrothrix qui sont les vrais 
agents de la maturation du fromage. Il fait voir en outre que 
les Tyrothriz disparaissent progressivement du fromage et méme 
assez vite; par des numérations, il prouve qu’ils sent remplacés 
par des bactéries lactiques qui, peu & peu, se multiplient énor- 
mément. Ilen est de méme si on fait un fromage avec un lait 
auquel on a ajouté des quantités trés fortes de Tyrothria. 

Si les bactéries lactiques font vraiment murir les fromages, 
elles doivent pouvoir attaquer, c’est-a-dire solubiliser la caséine. 
M. de Freudenreich s’efforce de démontrer que la caséine d’un 
lait ensemencé avec des bactéries lactiques se transforme et 
devient soluble dans l’eau. Ce lait, d’aprés lui, contient juste- 
ment les mémes combinaisons amidées que. on rencontre dans 
un fromage d’Emmenthal bien mur. 

Enfin, M. de Freudenreich indique que les fromages faits avec 
du lait auquel on a ajouté des bactéries lactiques contiennent 
plus de combinaisons amidées que des fromages faits avec du 
lait auquel on a ajouté des microbes appartenant au groupe des 
Tyrothrix. 

De toutes ces circonstances il lui semble résulter (Central- 
blatt. f. Bact., 1900, p. 146) « que les Tyrothrix ne jouent 
aucun role dans la maturation d’un fromage d’Emmenthal ». 

Il nous semble un peu hasardé de tirer une telle conclusion 
de ces constatations. 

Du fait que les Tyrothrix diminuent, puis disparaissent d’un 
fromage, ou que daos un fromage bien miir il ne s’en trouve que 
trés peu, on peut seulement déduire qu’au moment ou l’analyse 
a été faite le rdle direct de ces microbes est terminé. Par con- 
séquent il n’est pas permis de prétendre quils n’ont joué 
antérieurement aucun réle, et que les bactéries lactiques soient 
les seuls agents actifs de la maturation. 

Le fait que M. de Freudenreich trouve plus de combi- 
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sons amidées dans les fromages ensemencés avec des bactéries 
lactiques que dans des fromages\ inoculés avec des Tyrothrix 
n’autorise pas a tirer la conclusion & laquelle aboutit ce savant; 
car la seule conclusion strictement logique pourrait étre la 
suivante : les combinaisons amidées sont caractéristiques pour 
le fromage d’Emmenthal; les bactéries lactiques peuvent fabri- 
quer ces combinaisons en quantité suffisamment grande; par 
conséquent les bactéries lactiques sont nécessaires. Enfin, la 
formation de ces combinaisons amidées n’est qu’une partie 


secondaire dela maturation; par conséquent, M. de Freudenreich 


a tort d’en conclure sans autre que les Tyrothrix sont superflus | 


dans tout le phénoméne de la maturation. . 

En disant que la production de corps amidés n’est qu'une 
partie secondaire de la maturation, nous touchons au point qui 
devrait étre fondamental et dans la défense et dans l’attaque des 
théories de M. de Freudenreich. En effet, pour que des corps 
amidés puissent se former, il faut d’abord que la caséine soit 
assimilable, ¢’est-a-dire soluble dans l’eau. 

M. de Freudenreich semble bien s’en rendre compte quand 


il essaye de démontrer que les bactéries lactiques peuvent 


altaquer et transformer la caséine dun lait: mais prouver que 
les bactéries lactiques peuvent attaquer la caséine d’un lait n’est 
pas démontrer qu’elles puissent attaquer la caséine coagulée : 
ces deux milieux sont si différents quil n’est pas permis 
d’appliquer @ priori A la caséine coagulée les résultats que lon 
a obtenus en travaillant sur le lait. 

On voit ainsi que les théories de M. de Freudenreich, 
quoique pouvant étre justes, ne sont nullement prouvées, et que 


cest précisément dans la question principale, la solubilisation | 


de la caséine coagulée, que le manque de preuyes est le plus 
sensible, 


C’est bien aussi sur ce point que les kavekauires des théories 


de M. de Freudenreich ont porté leur attention. Bien des ten-— 


latives ont été faites direction pour élucider cette question. 


Citons en particulier les travaux de M. Weigmann', ceux de 


MM. Boekhout et de Vries *, et enfin ceux de M. Adametz, que 


/ i 
1. Weicmann, Centralblatt fiir Bacteriologie, ete., 1898, p. 593; id., 1900, 630. 
2, Borxnour ct de Varies, 7@,, 1899, p. 394, ; 
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nous n’avons malheureusement pas pu utiliser comme nous le 
désirions. 

MM. Boekhout et de Vries, en particulier, ont montré que 
des fromages qui ne contiennent que des bactéries lactiques ne 
miurissent pas. Il semble done tout aumoins que la théorie de 
M. de Freudenreich ne se laisse pas appliquer a tous les fromages 
de piite dure, comme ce savant semble avoir voulu le prétendre’. : 

Cependant de tels essais faits sur un nombre de fromages 
aussi restreint permettent encore le doute, car une foule de 
circonstances, telles que l’acidité, les différences de présure et | 
de température, etc., ont pu influencer les résultats. En outre, 
il peut paraitre encore possible que’les théories de M. de Freu- 
denreich soient exactes en ce qui concerne les fromages suisses 
a pate dure (Emmenthal). Aussi longtemps que d’un cdté ses 
contradicteurs n’auront pas prouvé par des expériences irrépro- 
chables que les bactéries lactiques ne peuvent pas dissoudre la 
caséine coagulée, ils n’auront pas prouvé l’impossibilité de ses 
théories; mais d’autre part, aussi longtemps que M. de Freu- 
denreich n’aura pas fourni des preuves irréfutables de ce qu'il 
avance, ses théories ne reposeront sur aucune base solide. 
Lorsqu’on aura acquis la certitude absolue que les bactéries 
lactiques sont capables de dissoudre la caséine coagulée, il sera 
temps d’examiner si, se trouvant dansun fromage particulier, elles 
peuvent donner & celui-ci l’arome et la saveur que l’on désire 
spécialement voir se développer dans cette sorte de fromage. 

Vu la grande importance qu’il pourrait y avoir pour l’in- 


-dustrie laitiére d’élucider le cété bactériologique de la matu- 


ration du fromage, nous nous sommes mis il y a presque trois 
ans Al’étude des microorganismes des fromages d’Emmenthal et 
de Gruyére. Tout naturellement notre attention s’est d’abord 
portée vers les Tyrothrix que nous avons rencontrés dans les 
fromages de Gruyére et d’ Emmenthal. 

Les résultats de ces premiéres recherches ont été publiés * 
Nos conclusions étaient les suivantes : 

1° Une seule espéce de bactérie peut produire a la fois la 
solubilisation (maturation du caséum) et l’odeur caractéristique 


du fromage ; 


4. De Fantpinanicn, zd., 1898, p. 284. 
' 2, Bulletin de Uherbier Boissier, 1898, p. 713. 


AQ ANNALES: DE L’INSTITUT PASTEUR. 


2° Contrairement a l'opinion de M. de Freudenreich, mais 
d’accord avec Duclaux, des bactéries qui ne sont pas des ferments 
lactiques peuvent faire murir le fromage ; 

3° L’acidité du début n’est pas nécessaire pour que le phéno- 
méne se manifeste, ainsi que semble |’admettre M. Schirokich. 


L’amertume des produits obtenus fait supposer qu’a cété de 
ce phénoméne principal de la solubilisation et de la production 
de l’arome, il en est d’autres, dus sans doute a des microorga- 
nismes différents, peut- étre des ferments lactiques, qui influent 
sur la saveur. 

Cette petite publication a été critiquée par M. de Freuden- 
reich (Centralbl. f. Bact., 1900, p. 15) qui semble prétendre que 
nous avons mesuré la maturation de la caséine par ce seul 
caractére de l’odeur du fromage1. M. de Freudenreich n’a pas 
remarqué, parait-il, que nous avons constaté une dissolution 
complete de notre caséine, et que par conséquent il était superflu 
d’en mesurer autrement la quantité devenue soluble, tandis 
qu’il était important de constater la présence de l’arome carac- 
téristique du fromage. 

Ces expériences de laboratoire, in vitro, demandaient a étze 
cconfirmées par des essais comparables a ceux de lindustrie 
fromagére. C’est pourquoi nous avons tenté de les appliquer a la 
fabrication de petils fromages, obtenus en partant de sept litres 
de lait écrémé et stérilisé jusqu’a 120° dans l’autoclave. 

La coagulation d’un lait stérilisé est assez difficile; nous 
Vavons réalisée de la maniére suivante : le lait chauffé jusqu’a 
120°, et de nouveau refroidi jusqu’a 30°, était additionné de pré- 
sure liquide (Fabre), puis chauffé d’abord lentement jusqu’a 60°, 
puis rapidement jusqu’a 120°. Ce lait refroidi 4 35° donne un coa- 
gulum quise laisse facilement couper, brasser et mettre enforme. 

On inocule la culture microbienne dans le coagulum coupé 
et non encore brassé. é: 

Nous avons bientét abandonné cette méthode et nous nous 
sommes arrétés au procédé suivant : le lait stérilisé et refroidi 
est saturé d’acide carbonique stérile ; aprés cette manipulation 
on peut procéder comme avec un lait cru, et par conséquent il 


4. La mesure de Ja maturation est, d’aprés la nomenclature de M, Duclaux, 


précisément le rapport entre la quantité devenue soluble et celle qui est restée 
insoluble. 
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est possible d’ensemencer les cultures dans le lait et non pas 
dans le coagulum. 

Nous avons expérimenté avec des Tyrothrix, ou des bactéries 
lactiques, ou avec des mélanges des deux sortes de microbes. 
Comme, malgré toutes nos précautions, nous ne sommes jamais 
parvenu a éviter des contaminations (constatées par des triages), 
nous avons été forcé de laisser de cété ce mode d’expérimen- 
tation. C’est pourquoi nous laisserons complétement de coté les 
résultats que nous avons obtenus; cependant il nous sera permis 
de mentionner le fail que les fromages ensemencés avec des 


Tyrothrix nous semblaient plus rapidement arriver & un état 


comparable & une maturation que ceux qui n’avaient recu que 
des bactéries lactiques. 
Ces essais ayant échoué, nous nous sommes bornés aux 


expériences in vitro, expériences qui peuvent seules fournir des 


résultats strictement scientifiques. 

Nous nous sommes tout d’abord adressés aux bactéries lac- 
tiques, pour vérifier une fois pour toutes si les bactéries lactiques 
sont capables dattaquer et de dissoudre la cas¢ine coagulée. 

Avant de donner le détail de nos recherches, il nous semble 
utile de fournir quelques renseignements sur les espéces mises 
en experience. Nous n’avons pas essayé d’identifier nos bacté- 
ries lactiques, car si la détermination spécifique doit étre faite 
méme approximativement, elle exige un travail trés grand, et si 
la certitude n'est pas absolue, il vaut mieux ne pas identifier les 
espéces mises en expérience avec des espéces déja décrites. 

Nos cing espéces, d’ailleurs trés peu différentes les unes des 
autres, ont été isolées de fromages d’Emmenthal bien murs. Elles 
ont été sélectionnées par la méthode, généralement employée, des 
triages dans des boites de Petri; les milieux dont nous nous 
sommes servis étaient le lait écrémé dont Ja caséine avait été 
lissoute par l’addition de 2gr. de soude caustique par litre, ou 
du petit-lait additionné de 2 0/0 de peptone de viande (Liebig); 
les milieux étaient solidifiés & aide de gélose ou de gélatine. 

Aprés leur sélection répétée, les bactéries ont été cultivées 
surtout dans le petil-lait peptonisé. 

Nos cing espéces sont formées de batonnets immobiles; leur 
largeur est d’environ 0,5 yu et leur longueur varie beaucoup. 
Cette derniére peut méme étre réduite aun tel degré que l’onpour- 
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ee 


raitcroireavoir affaire &des Micrococcus. Dans desmili@uxliquides — 
la longueur est généralement plus grande que sur des milieux 
solides. Nous n’avons jamais observé de spores. Ensemeticées 
dans du lait, elles le font coaguler en deux jours (35°); le lait 
devient alors fortement avide. Quant aux acides tormés, nous les 
avons déterminés; les résultats sont consignés dans la table n° 4, 
_ qui indique Jes résultats d’une expérience faite sur du petit-lait 
sans peptone et qui a duré cing semaines. L’analyse des acides _ 
volatils a été faite par la méthode de la distillation fractionnée ; 
imaginée par M. Duclaux. L’acide lactique est caleulé par la 
- différence entre les quantités de soude caustique nécessaires ; 
pour saturer la totalité d’acide et les acides volatils. 


LACTOSEEN 0/0 | TOTAL |acibE] . 
ees = ealould en: a0; AGIDES VOLATILS 
AU DEBUT FIN laetique. lactique. 


4,884 | 0,44 0,33 | 0,04 formique, 0,03 val, ; 


ee ey ee 


4,884 O88) |, a OAS. 
4,77 0,44 0,014 0,12 O,i1-acétique. Po 
4,75 0,54 0,48 0,05 


4,99 0.5 0,44 0,037 = 0,002 valer. | 


Ensemencés sur du petit-lait additionné de craie, les n° 4, _ | 
2, 3 et 5 ont détruit tout le lactose, tandis que dans le méme 
temps le n° 4 laissait encore 4,1 de lactose. Les quantités 
Wacides fixe et volatil n’ont pas été déterminées avec précision. 
Sur la peptone liquide sans sucre, ces microbes ne se déve- | 
loppent pour ainsi dire pas du tout; sur ce méme milieu, maisen 
anaérobiose, elles se développent, mais trés faiblement et trés | 
lentement. Toutes ces espéces sont facultativement anaérobies, 
mais présentent une prédilection marquée pour Vanaérobiose. 
On peut deja le remarquer dans les triayes, ot les petites colonies 
denviron 1 milliniétre de diamétre, et dune couleur créme — 
blanchatre, se trouvent de préférence dans l’intérieur du milieu; 
quand exceptionnellement elles sont & la surface, elles y 
- forment une couche excessivement mince, remarquablement 
uorescente. En outre, ensemencées en piqire dans la gélatine 
elles ne se développent pour ainsi dite pas du tout A Ja surface, 
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iandis qu’elles se multiplient dans tout le canal sous forme de 
granulations isolées, puis sous forme d’une ligne assez irrégus 
liere. En strie sur la gélatine, elles forment une couche extre- 
mement mince d’un éclat métallique accentué; les bords de la 


culture sont irréguliers. La gélatine n’est jamais liquéfiée. Sur 
_ pomme de terre: couche blanche inappréciable. | 


Apres cette courte description, passons aux expériences. 

Le milieu dont nous nous sommes servi a été préparé de la 
maniére suivante : du lait frais, écrémé & la centrifuge, a été 
coagulé & l'aide dane présure liquide (Fabre); le coagulum 
séparé du petit-lait a été lavé dans l’eau courante jusqu’a dispa- 
rition de la moindre trace de lactose. (L’absence parfaite de 
lactose a été constatée & laide de la liqueur cupropotassique de 
Fehling) ; la caséine ainsi lavée a été séchée et conservée a cet 
état see pour I’ usage. Au moment de s’en servir, on la met dans 
une quantité aussi faible que possible d’eau; on stérilise trois 
jours de suite & 120° & autoclave. 

Nous nous rendons bien compte qu’un tel milieu peut n ne pas 
étre identique A celui que trouvent les microbes dans un fromage; ; 
mais de tous les milieux artificiels expérimentés jusqu’a présent; 
cest, A notre opinion, celui qui s’approche le plus d’un fromage, 
et dans tous les cas des essais faits sur ce milieu sont infiniment 
plus dali que des essais faits ‘sur du lait. Nous rappelons 
dailleurs qu’aux Tyrothrix, cela convient parfaitement. 

On peut nous demander pourquoi nous avons enlevé le sucre; 


_la réponse se trouve dans deux faits diment constatés : d’abord, 


le sucre disparait totalement d’un fromage d’Emmenthal déja 
quelques jours aprés sa fabrication ; ensuite, l’acidité produite 
au début, aux: dépens du sucre, par les bactéries lactiques, empé- 
cherait leur développement eontinuel. 

MM. Boekhout et de Vries ont montré que loxygéne dis- 
parait de l'intérieur d’un fromage a pate dure, par conséquent 
nous avons mis nos cultures pendant toute la durée des expé- 
riences dans le vide. Nous n’avons pu obtenir qu'un vide relatif 
(72 c. de mercure). 

Le premier essai qué nous voulons mentionner avait pour 
but de constater les quantités de caséine qui se laisseraient 
transformer par les bactéries lactiques, et la marche de cette 
transformation pendant a peu prés 3 mois. 
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Dans ce but nous avons ensemencé nos cing espéces dans 
un grand nombre de petits: flacons contenant tous 1 gr. 1/2 
d’une seule et méme caséine sans lactose (préparée comme il a 
été mentionné plus haul), et 10 c. c. d’eau de conduite. 

- Une série de flacons ne fut pas inoculée et servait de témoin. 
Tous les flacons furent mis dans te vide et dans la plus com- 
pléte obscurité. | 

A plusieurs reprises nous avons tiré du vide un témoin et 
une série de 5 flacons contenant nos cing espéces. Chaque cul- 
ture fut triée pour en constater la pureté ; ensuite, toute la cul- 
‘ture, aprés addition d’uneméme quantité d’eaudistillée fut tri- 
turée aussi finement que possible, additionnée d'une méme 
quantité de talc de Venise, filtrée et lavée avec une quantité 
déterminée d’eau distillée. Enfin, nous avons déterminé, al’aide 
de la méthode de Kjeldahl, l’azote du filtrat et celui du résidu. 

Comme nous ne prenions pas en considération les propor- 
tions de graisses et de cendres, et comme nous déterminions 
Vazote de la culture entiére, et qu'il élait impossible de tirer 
celle-ci du flacon sans de petites pertes de subtance. nous nous 
rendions bien compte qu'avec notre méthode les limites d’erreur 
seraient assez sensibles, et que par conséquent les résultats obte- 
nus ne pourraient avoir qu'une valeur approximative; mais 
comme, d’autre part, d’aprés M. de Freudenreich, la dissolution 
de la casdéine per les bactérieslactiques se fait dans une trés forte 
proportion (15 0/0 de azote total d’aprés cet auteur), nous 
avons jugé notre méthode ‘suffisante, et nous avons pensé qu'elle 
nous fournirait une image assez exacte de la marche du phéno- 
méne pendant les 3 mois que dureraitl’expérience. Voici les résul- 
tats. Les chiffres indiquent la quantité d’azote en gramme par 
gramme de caséine. La 1" colonne contient les numéros des 
espéces mises en expérience; la 2°, la totalité de l’azote obtenue 
par addition de azote soluble et de l’azote insoluble (quantités 
indiquées dans la 4° et la 3° colonne); enfin, la 5° indique l’azote 
soluble en 0/0 de la totalité et la 6° le rapport entre la partie 
insoluble et la partie soluble. Ce dernier chiffre nous semble plus ~ 
important que celui de la colonne 5, car dans le calcul de ce der- 
nier chiffre on tient compte de l’azote total qui n’est qu'une 
valeur obtenue secondairement. Néanmoins nous n’ayons pas 
voulu laisser de cédté ces valeurs, afin de mieux pouvoir 


. 


4 rues 


AZOTE 


INSOLUBLE 


0,10163 | 0,09407 
0.10779 | 0,10246 
0,11461 0.10433 
0.40826 | 0.10359 
0.40275 | 0,09827 
0,011716 | 0,444 
0,10185 -| 0,09873 
0.10349 | 0,09873 
0,10191 0,0978 
0,10221 | 0,0984 
0,40336 | 0,10013 


28 jours. 


0,09892 
0,10155 0,9547 
0,10172 0,095 
0,10515 0,09967 
0,099 0.09527 


48 jours. 


0,09855 0,095 
0,09923 | 0,0968 
0,09966 | 0,09593 
0,0978 0,09313 


0,09854 0,09593 


0,09948 | 0,09687 
0,09742 0,09313 
0,09631 | 0,0992 
0,09848 0,09407 
0,098%4 | 0,09%3 


SOLUBLE 


0,00756 
0,00533 
0,00728 
0,00467 
0,00448 
0,00616 
0,00579 
0,00476 


0,00414 


0,0042 
0,00323 


0,00608 
0,00672 
0,00448 
0,00373 
0003535 


0,00243 - 


),00373 


),00467- 


0,00264 


0,00264 
0,00429 
0,00444 
0,00444 


0,004 


SOLUBLE 
en 0/0 du total, 


7,44 


4,95 
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( les comparer aux résultats obtenus par M. de Freudenreich. 
Il faut encore mentionner que toutes nos cultures avaient 
une odeur faiblement butyrique, et que la caséine n’avait pas du 
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tout changé d’apparence. Les filtrations se faisaient plus facile- 
ment vers la fin de Vexpérienge qu’au début. Enfin, les triages 
montraient que les bactéries ensemencées s’étaient bien déve- 
loppées sans contaminations, tandis que les flacons témoins 
étaient restés parfaitement stériles. 

Les quantités solubilisées ne témoignent pas d’une sérieuse 
_attaque de la caséine, telle que la suppose M. de Freudenreich, 
et telle qu’elle aréellement lieu dans un fromage d’Emmenthal. 

On peut cependant se demander si nos bactéries lac- 
tiques ont été absolument sans action sur la caséine : nous 
- croyons, vu les analyses faites a la fin de l’expérience et la con- 
-. cordance approximative entre les analyses des flacons ense- 
mencés et des flacons témoins, qui montrent plutét une diminu- 
tion qu'une augmentation de la portion soluble, pouvoir 
répondre affirmativement & cette question. Mais dans ce cas nos 
bactéries, dont la multiplication et la vitalité ont été constatés 
par les triages, n’ont pu vivre qu’aux dépens de la caséine dis- 
soute par l'eau, et par conséquent il est vraisemblable de suppo- 
ser que dans les fromages elles ne vivent qu’aux dépens de la 
caséine déja dissoute d’une maniére ou d’une autre’. 

La diminution de lazote est un phénoméne déja constaté 
dans les fromages; M. de Freudenreich, attribue cette perte 
ala formation de combinaisons volatiles, en particulier de 
Fammoniaque. Nous avons examiné a ce point de vue nos cul- 
tures en nous servant du réactif de Nessler; nous n’avons pu y 
déceler méme des traces d’ammoniaque. Cependant, comme il 
se pouvait que l’'ammoniaque formée ait passé inapergue a cause 


du vide ot se trouvaient les cultures, nous avons tiré du vide > 
trois cultures n° 5 de la quatriéme série et les n°’ 4 et 5 de la 


cinquiéme série. Apres les avoir laissées séjourner 1-2 semaines 
dans lair atmosphérique, nous obtenions avec le réactif de 
Nessler la réaction de ’ammoniaque. 

Nos chiffres semblent indiquer également une faible dimi- 
nution de Vazote dans tes flacons témoins; mais pour se pro- 
noncer sur cette question, il faudrait que I’écart entre les 
résultats obtenus pour la partie soluble fat moins sensible et 
plus régulier. 

ee avons fait une autre série d’ experiences en partant de 

. Voir aussi 4 ce sujet les études de Russell sur la galactase. 
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deux de nos bactéries lactiques (n° 2 et 3) que nous avons 
ensemencées sur une caséine modifiée par la caséase. 


Pour obtenir cette derniére, nous avons filtré sur une bougie— 


Chamberland une caséine sans lactose, délayée dans l'eau et 


trés fortement attaquée par un Tyrothrix. Nous avons ajouté | 


10 c. c. du filtrat & des flacons qui contenaient’2 grammes de 
caséine sans lactose préparée comme ila été indiqué plus haut. 
nous avons placé les flacons dans une étuve a 35°. 

Dans ces conditions, la caséine ne semblait pas se dissoudre. 
Cependant, en triturant les cultures plus tard, nous avons pu 


-constater quelle s ‘était trés ramollie. 


Aprés un séjour de 16 jours dans l’etuve, nous avons ense- 
mencé les bactéries lactiques, aprés quoi Jes cultures ont été 
placées dans le vide ot elles sont restées jusqu’a la fin de 
Vexpérience, qui a duré deux mois et demi. 

Les analyses ont été failes comme pour les autres cultures. 

_ Voici les résultats : 


SOLUBLE 


INSOL E| SOLUBLE 
BOOP UBE en 0/0 du total. 


0,085 | ||, 0,0885 _ 29,46 


0,08455 | 0,0318 27,33 
0,08435 | 0,035 24,28 


Ces chiffres, qui indiquent les quantités d’azote en grammes 


par gramme de caséine, montrent aussi d’une maniére évidente | 


que les bactértes lactiques n’ont pas attaqué la caséine. 

Une troisiéme expérience a été faiteavec une bactérie lactique 
ensemencée sur une caséine préparée dela maniére suivante : 

Sur une caséine sans lactose préparée comme cela a été 
indiqué plus haut, nous avons ensemencé un Tyrothrix; quand 
celui-ci eut attaqué la caséine a un tel point que chaque morceau 
était ramolli sans toutefois étre liquéfié, la caséine fut séchée 
pour étre conservée. Cette caséine fut mise, a raison de 2 grammes 
par expérience, dans de petits flacons contenant 20 grammes 
d’eau de conduite; ensuite le tout fut stérilisé 3 jours de suite 
& 120°. Sur la caséine ainsi préparée, nous avons ensemencé 
une bactérie lactique, et nous avons mis cette culture dans le 
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vide. L’analyse se fit exactement comme dans la premiére 
expérience. En voici le résultaty : 


SOLUBLE 
en 0/0 du total. 


TOTAL INSOLUBLE | SOLUBLE RAPPORT 


Bae RO et 0,12271 | 0,09065 | 0,03206 26,43 2,83 
Témoins..... 6 0,41994 | 0,08844 | 0,0345 26,27 | 2,81 


Par ces chilfres on voit de nouveau que la bactérie lactique 
na pas du tout pu attaquer la caséine. 

Pour le moment, nous nous bornons a ces experiences; mais 
nous nous réservons de revenir plus tard sur le méme sujet. 

Si maintenant nous récapitulons nos résultats, il en ressort 
jusqu’a l’évidence que des bactéries lactiques isolées d'un fro- 
mage d’Emmenthal ne sont pas capables de dissoudre la caséine 
coagulée, et par conséquent il nous semble qu'il est prouvé que 
M. de Freudenreich (s'il n’a pas travaillé sur des bactéries lac- 
tiques toutes spéciales) ne peut avoir raison quand il dit! « que 
ce sont les bactéries lactiques qui jouent le rdle prépondérant, 
sinon exclusif, dans la maturation du fromage d’Emmenthal ». 

On pourrait objecter 4 notre argumentation que nous nous 
sommes servi d'une caséine lavée et chauffée jusqu’a 120°, et qu’il 
se pourrait qu’une caséine ainsi traitée soit si différente de la 
caséine d'un fromage, que nos résultats n’auraient qu'une valeur 
relative. Cependant la méme objection pourrait étre faite a toutes 
les expériences faites sur le lait stérilis¢. La valeur de cette 
objection reste & démontrer. 

1, Centralblatt f. Bact., 1895, p. 349. 
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